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Die häufigste Mortalitätsursache in den Industrieländern ist der akute Myokardinfarkt 
und seine Folgen (statistisches Bundesamt). Die Patienten versterben nach einem 
Myokardinfarkt häufig an Herzrhythmusstörungen wie dem Kammerflimmern oder den 
Folgen einer progredienten Herzinsuffizienz. Zwar konnte in den letzten Jahren durch 
verbesserte Reperfusionstechniken, wie zum Beispiel die perkutane transluminale 
Koronarangioplastie und die Lyse, die Mortalität gesenkt werden. Die Begrenzung der 
Infarktgröße und die Verminderung des Reperfusionsschadens bleiben jedoch 
weiterhin das vorherrschende Problem. Die Infarktgröße bestimmt den Grad der 
nachfolgenden Herzinsuffizienz und ist damit ausschlaggebend für die langfristige 
Prognose. Eine optimale Herzinfarkttherapie muss daher primär die Infarktgröße 
begrenzen.  
1986 zeigte Murry, dass im Hundeherzen kurze repetitive Ischämie-/ 
Reperfusionszyklen, die vor dem Infarktereignis initiiert werden müssen, die 
Infarktgröße reduzieren (Murry et al., 1986). Dieses Phänomen wurde ischämische 
Präkonditionierung genannt und ist seitdem in zahlreichen Tierspezies in vitro und in 
vivo bestätigt worden. Da auch menschliches Herzmuskelgewebe präkonditioniert 
werden kann, erlangte die Präkonditionierung großes Interesse (Deutsch et al., 1990). 
Es ist jedoch klinisch für die Patienten mit akutem Myokardinfarkt weniger relevant,  da 
die Präkonditionierung vor dem Infarktereignis stattfinden muss, die Patienten 
allerdings in der Regel erst mit abgelaufenem Infarkt in die Klinik gebracht werden.  
Kürzlich ist es im Tierexperiment gelungen, durch kurze repetitive Reperfusions-/ 
Ischämiezyklen direkt zu Beginn der Reperfusion, also nach dem Infarkt, die 
Herzinfarktgröße zu reduzieren (Zhao et al., 2003a). Sie nannten dieses Phänomen 
Postkonditionierung. An der Postkonditionierung besteht ein großes klinisches 
Interesse, da dieses Verfahren nach einem Infarkt zusätzlich zu den anderen 
Reperfusionsmaßnahmen therapeutisch einsetzbar erscheint. Während bei der 
Präkonditionierung bereits viele Stufen der Signaltransduktion bekannt sind, sind die 
Mechanismen der Postkonditionierung nur teilweise aufgeklärt, auch wenn Parallelen 
zur Präkonditionierung angenommen werden. Zum weiteren Verständnis der 
Postkonditionierung ist somit die Charakterisierung ihrer Signaltransduktion von 
außerordentlichem Interesse.  
Infarktpatienten haben häufig neben ihrer koronaren Herzerkrankung aber noch 
zusätzliche Erkrankungen, wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und/oder 
Hypercholesterinämie. Alle diese Erkrankungen gehen mit einer erhöhten Insidenz des 
13 
EINLEITUNG 
Herzinfarktes einher. Ob unter diesen Begleiterkrankungen eine Infarktgrößenreduktion 
durch Postkonditionierung noch möglich ist, ist bislang ungeklärt.   
 
1.1  Reperfusionsschäden 
 
Um die Infarktgröße so klein wie möglich zu halten ist es wichtig, eine möglichst 
schnelle Wiedereröffnung des verschlossenen Gefäßes zu erreichen. Schon in den 
frühen 80ern demonstrierte Jennings, dass die frühe Reperfusion ischämisches 
Myokardium vor einem Untergang schützen kann (Jennings et al., 1983). Jedoch birgt 
auch die Reperfusion Gefahren wie die endotheliale und mikrovaskuläre Dysfunktion, 
metabolische Veränderungen, Nekrose und Apoptose. Ebenfalls beschrieb Jennings 
1994 auch die negative Seite der Reperfusion, dass nicht nur die infarktinduzierende 
Ischämie für den Untergang der Zellen verantwortlich ist, sondern auch die darauf 
folgende Reperfusion noch lebende Kardiomyozyten in den Tod führen kann (Jenning 
et al., 1994). Klinisch zeigt sich dies in den Arrhythmien und der kontraktilen 
Dysfunktion. Vetterlein konnte zeigen, dass sich die Ausbreitung der geschädigten 
Gewebezone über intrazelluläre Vorgänge nach der Reperfusion verstärkt hatte 
(Vetterlein et al., 2003). Dazu verglich er anästhesierte Ratten, bei denen nur eine 
Ischämie durchgeführt wurde mit solchen, bei welchen darüber hinaus nach der 
Ischämie noch eine Reperfusion erfolgte.     
Die Reperfusionsschäden entstehen durch vaskuläre und zelluläre Störungen. Für eine 
vaskuläre Störung ist eine verminderte NO-vermittelte Vasodilatation verantwortlich 
(Brunner et al., 1997). Auf zellulärer Ebene kommt es aufgrund von 
Ionenverschiebungen zu einer Ca2+-Überladung in der Zelle (Opie et al., 1991). Gerade 
in den ersten Minuten der Reperfusion scheint die Ca2+-Überladung im Mitochondrium 
des Kardiomyocyten für die Hyperkontraktur der Myodibrillen verantwortlich zu sein 
(Piper et al., 2004). Über die Gap junctions stehen die Zellen miteinander in 
Verbindung, so dass sich die Nekrose weiter von Zelle zu Zelle ausbreiten kann. 
Außerdem werden zytotoxische Sauerstoffradikale gebildet, welche durch 
Lipidperoxidation zu einem Verlust der Membranintegrität der Zelle führen. Der daraus 
resultierende Flüssigkeitseinstrom bringt die Zelle zum Anschwellen und verschlechtert 
somit weiter den Blutfluss. Die Reperfusion führt weiterhin zur Leukozyten-Chemotaxis, 
Neutrophilenadhärenz (Zhao et al., 2000) und Komplementaktivierung (Park et al., 
1999). Allerdings ist die Rolle der Leukozyten bei Reperfusionsschäden noch 
weitestgehend ungeklärt (Vinten-Johansen et al., 2004).  
Besondere Bedeutung bei der irreversiblen Zellschädigung scheinen  Störungen auf 
mitochondrialer Ebene und einer nachfolgenden Apoptoseinitierung zu haben (Piper et 
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al., 1994). Ein Schlüsselinitiator der Apoptosekaskade könnte die mitochondriale 
Permeabilität-Transitions-Pore (mPTP) sein (siehe weiter unten). 
 
1.2 Ischämische Postkonditionierung: Ursprung in der graduellen 
Reperfusion 
 
Bereits Mitte der 80ziger Jahre wurde herausgefunden, dass durch eine graduelle 
Reperfusion (schrittweise vermehrte Wiederdurchblutung des verschlossenen 
Gefäßes) das ischämische Herz geschützt werden konnte, indem sich zum Beispiel die 
Kontraktilität des Myokards schneller wieder erholte (Okamoto et al., 1986) und 
weniger endotheliale Schäden entstanden (Sato et al., 1997). Normalerweise führt eine 
sofortige und vollständige Reperfusion zu einem starken Druckanstieg und damit zur 
Myofibrillendehnung, was zu myokardialen Ödemen und darüber hinaus sogar zum 
Myozytentod führen kann. Außerdem wurden ein schneller Anstieg von freien 
Radikalen, eine mitochondriale Ca2+-Überladung und eine gesteigerte endotheliale 
Dysfunktion für die verzögerte Erholung bei plötzlicher Reperfusion verantwortlich 
gemacht. Die protektiven Effekte der gestaffelt-niedrigen-Druck Reperfusion (graded 
low-pressure reperfusion) ließen sich im Hundemodell nachweisen (Okamoto et al., 
1986). Ebenso konnte ein Nachweis sowohl über die kontrollierte (Peng et al., 1989) 
als auch über die graduelle Reperfusion (Sato et al., 1997) im Schweineherzen 
erbracht werden.  
2003 wurde zum ersten Mal das Phänomen der sogenannten Postkonditionierung von 
Zhao beschrieben: In einem in vivo Hundemodell konnte nach einer 60minütigen 
regionalen Ischämie mittels 3 je 30 Sekunden andauernden Reperfusions-
/Ischämiezyklen die Infarktgröße um 44 % reduziert werden. Diese 
Infarktgrößenreduktion ging mit der Reduktion des oxidativen Stresses, einer 
Reduktion der Ansammlung mitochondrialen Calciums, sowie der verbesserten 
endothelialen Funktion und einer reduzierten Entzündung einher. Die Wahl des 
Terminus Postkonditionierung führte zur Diskussion, ob dieses Phänomen überhaupt 
als neu anzusehen ist oder es sich nicht um einen „old wine in a new bottle“ (Heusch et 
al., 2004) handelt. Dennoch hat sich seit der Entdeckung der Postkonditionierung das 
Forschungsinteresse auf dieses Gebiet fokusiert. Neuere Untersuchungen zeigten, 
dass sich die Postkonditionierung nicht nur passiv auswirkt, sondern auch einen 
aktiven Prozess aufweist, bei dem die Protektion über Signaltransduktionswege 
abläuft, vergleichbar der ischämischen Präkonditionierung.  
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Nachdem die Postkonditionierung nun auch beim Menschen erfolgreich nachgewiesen 
werden konnte (Staat et al., 2005), erweckte sie ein großes klinisches Interesse 
aufgrund der bestehenden Therapiemöglichkeiten nach akutem Myokardinfarkt.  
 
1.3 Charakterisierung der Postkonditinionierung 
 
1.3.1 Zyklusanzahl und Zyklusdauer der Reperfusions-/Ischämiezyklen im 
Tiermodell 
 
Der Erstbeschreiber erreichte mit dem ursprünglichen Postkonditionierungsprotokoll 
mit 3 Zyklen von je 30 Sekunden Reperfusion und Ischämie eine  
Infarktgrößenreduktion von 44 % (Zhao et al., 2003a). Während Zhao dies in seinem in 
vivo Hundemodell zeigen konnte, gelang es Schwartz nicht, mit demselben 
Postkonditionierungsprotokoll in in vivo Schweinen eine Protektion zu erlangen 
(Schwartz et al., 2006). Jedoch konnte vor kurzem Iliodromitis zeigen, dass die von 
Schwartz nicht erfolgreiche Protektion im Schwein an dem verwendeten 
Postkonditionierungsprotokoll lag. Er konnte mit 4 mal 30 R/I-Zyklen auch keine  
signifikante Kardioprotektion im Schwein nachweisen, jedoch mit 8 mal 30 R/I-Zyklen 
gelang ihm eine starke Infarktgrößenreduktion von 69 % (Iliodromitis et al., 2006). 
Anzahl und Dauer der Zyklen, die protektiv sind, können also von Spezies zu Spezies 
unterschiedlich sein. Kin zeigte in einem in vivo Rattenmodell, dass eine Erhöhung der 
Zyklusanzahl von 3 auf 6 bei einer Reperfusions-/Ischämie-dauer von jeweils 10 
Sekunden keinen protektionssteigernden Effekt hatte (Kin et al., 2004). Ebenfalls 
konnte dies Yang bei der Erhöhung der Zyklusanzahl von 4 auf 6 im in vivo 
Kaninchenherzen feststellen (Yang et al., 2004a). Nur ein Jahr später erzielte dieselbe 
Gruppe in einem in vitro Kaninchenmodell eine stärkere Protektion mit 6 R/I-Zyklen 
(Yang et al., 2005). In dieser Arbeit wurde aber neben einem in vitro Modell auch eine 
andere Zyklusdauer (vorher in dem in vivo Modell waren es 30 Sekunden) von 10 
Sekunden verwendet. Somit scheinen besonders 10 Sekunden (Kin et al., 2004; Tsang 
et al., 2004; Yang et al., 2005) und 30 Sekunden (Zhao et al., 2003a; Yang et al., 
2004a; Halkos et al., 2004) in den unterschiedlichsten Tierspezies effektiv zu sein. 
Vinten-Johansen schlussfolgerte 2005: Je kleiner die Spezies umso weniger Zyklen 
und umso kürzer die Zyklusdauer (Vinten-Johansen et al., 2005).  
Allerdings müssen die R/I-Zyklen der Postkonditionierung direkt zu Beginn der 
Reperfusion appliziert werden. Kin zeigte an der Ratte, dass die Postkonditionierung 
nicht mehr zu einem Schutz führt, wenn der erste Zyklus erst nach über 1 Minute 
Reperfusion begonnen wird (Kin et al., 2004). Der kardioprotektive Effekt der 
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Postkonditionierung scheint, wie der der Präkonditionierung, speziesunabhängig zu 
sein (siehe Tabelle 1-1).  
 
Tabelle 1-1: Tiermodelle der ischämischen Postkonditionierung 
 
Tierspezies Autoren 
in vivo Maus Kaljusto et al., 2006; Heusch et al., 2006; Lim et al., 2007;  
Tsutsumi et al., 2007; Boengler et al., 2007; Gomez et al., 2007 
in vitro Maus Kin et al., 2005b; Kaljusto et al., 2006; Tsutsumi et al., 2007 
in vivo Ratten Kin et al., 2004; Tang et al., 2006 
in vitro Ratten Tsang et al., 2004; Penna et al., 2006b; Zhu et al., 2006 
in vivo Kaninchen Yang et al., 2004a; Argaud et al., 2005, 2007; Philipp et al., 2006; 
Ilidromitis et al., 2006 
in vitro Kaninchen Yang et al., 2004b; 2005 ; Darling et al., 2005; Donato et al., 2007 
in vivo Hund Zhao et al., 2003a; Halkos et al., 2004; Zhang et al., 2006;  
Mykytenko et al., 2007; Fujita et al., 2007 
in vivo Schwein Schwartz et al., 2006; Zhao et al., 2007; Iliodromitis et al., 2006; 
Skyschally et al., 2007 
 
1.3.2 Infarktgröße als Endgröße: Vergleich der Prä- und Postkonditionierung 
 
Es ist bekannt, dass die Prä- und die Postkonditionierung die Infarktgröße erstens 
sofort bzw. akut (Zhao et al., 2003a; Kin et al., 2004; Yang et al., 2005; Zatta et al, 
2006; Iliodromitis et al., 2006; Mykytenko et al., 2007) und zweitens auch längerfristig 
(Mykytenko et al., 2007) reduzieren. Dabei setzt sich die Infarktgröße aus nekrotischen 
und apoptotischen Kardiomyozyten zusammen (Kajstura et al., 1996). Beide 
protektiven Mechanismen wirken inhibierend auf beide Formen des Zelltods ein (Lazou 
et al., 2006; Sun et al., 2006; Wang et al., 2006; Yang et al., 2004). Die 
Präkonditionierung bewirkt unabhängig von der Tierspezies eine 
Infarktgrößenreduktion zwischen 50 und 80 %. Dagegen erreichte die 
Postkonditionierung bei kleineren Tieren (Mäuse, Ratten, Kaninchen ~ 30 %) eine 
geringere Reduktion der Infarktgröße als bei größeren Tieren (Hund ~ 50%, Schwein ~ 
80 %). Möglicherweise liegt dies an den unterschiedlichen Tierspezies. Der 
myokardiale Metabolismus und die verabreichte Ischämie und deren Auswirkungen, 
die Aktivierung des Komplementsystems der endogenen Anti-Oxidanten und die Rolle 
der Entzündungszellen während der Reperfusion können von Tierspezies zu 
Tierspezies unterschiedlich sein. Außerdem kann die Zyklusanzahl, wie zum Beispiel 
im in vivo Schwein, eine bestimmende Rolle spielen (siehe oben).  
Zhao konnte keinen protektionssteigernden Effekt mit der Kombination der Prä- und 
der Postkonditionierung erzielen (Zhao et al., 2003a). Ebenso gelang dies weder 
Halkos im in vivo Hundemodell (Halkos et al., 2004) noch Tsang im in vitro 
Rattenmodell (Tsang et al., 2004). Yang dagegen gelang es im in vivo 
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Kaninchenherzen, eine signifikant größere Kardioprotektion durch die Addition von Prä- 
und Postkonditionierung zu erreichen (Yang et al., 2004a). 
 
1.3.3 Effekte der Postkonditionierung 
 
Mittlerweile sind eine ganze Reihe von Effekten der Postkonditionierung bekannt. 
Neben der Infarktgrößenreduktion wirkt die Postkonditionierung vermindernd auf die 
Neutrophilen- und Endothelzellaktivierung (Vinten-Johansen et al., 2004). Sie reduziert 
die Entzündungsantwort der Reperfusion und wirkt inhibierend auf die Nekrose und die 
Apoptose, sowohl akut als auch langfristig.   
Die Infarktreduktion durch die Postkonditionierung und damit die Begrenzung des 
myokardialen Gewebeschadens führt zum verminderten Auftreten von ventrikulären 
Arrhythmien (Halkos et al., 2004). Galagudza konnte zeigen, dass die 
Postkonditionierungsreize im in vitro Rattenherzen ein in der Reperfusion auftretendes 
Kammerflimmern in einen normalen Sinusrhythmus konvertieren können (Galagudza et 
al., 2004). Eine verminderte zytosolische und mitochondriale Ca2+-Akkumulation sowie 
die Reduktion von ROS scheinen eine Rolle für das verminderte Auftreten von 
Reperfusionsarrhythmien durch die Postkonditionierung zu spielen (Jeroudi et al., 
1994; Sun et al., 2005). 
Es ist mehrfach gezeigt worden, dass die Postkonditionierung zu einer Verminderung 
der Plasma-CK führt (Kin et al., 2004; Li et al., 2006). Bei denjenigen Patienten, die 
einer perkutanen transluminalen Koronarangioplastie mit Postkonditionierungsreizen 
ausgesetzt waren, reduzierte sich ebenfalls die kardiale CK-MB (Ma et al. 2006). Durch 
die Postkonditionierung lässt sich auch Troponin I sowie LDH – beides Marker für 
einen reduzierten Kardiomyozytentod – im in vitro Rattenherzen vermindern (Bopassa 
et al., 2006).   
Die Postkonditionierung aktiviert den RISK-Signaltransduktionsweg in den frühen 
Minuten der Reperfusion. Bei diesem Signalweg werden Kinasen aktiviert werden, die 
dem Überleben der Zelle dienen (siehe Abschnitt 1.3.4).   
 
1.3.4 Signaltransduktion der Postkonditionierung 
 
Der RISK (reperfusion-injury-salvage-kinases-pathway) – Signaltransduktionsweg 
beschreibt eine Gruppe von „Überlebensproteinkinasen“, die zum Zeitpunkt der 
myokardialen Reperfusion aktiviert werden und somit zur Kardioprotektion verhelfen 
(reviewed in Yellon et al., 1999; Hauseloy et al., 2004). Zu diesen sogenannten 
„Überlebensproteinkinasen“ zählt zum einen der Phosphoinositol-3-Kinase-Akt-
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Signalweg und zum anderen der MEK1/2–ERK1/2-Signalweg. Beide Signalwege 
werden während der Präkonditionierung aktiviert und auch in der Postkonditionierung 


















Abbildung 1-1:  RISK-Signaltransduktionsweg
 
PI3-Kinase-Akt-Signalweg 
Im Jahr 2000 wurde zum ersten Mal die Präkonditionierung mit dem PI3-Kinase- 
Signalweg in Verbindung gebracht (Tong et al., 2000a). In der Untersuchung wurde die 
Akt-Phosphorylierung durch die Gabe eines pharmakologischen Inhibitors der PI3-
Kinase während der Präkonditionierungssphase aufgehoben und die Kardioprotektion 
blockiert (Tong et al., 2000a; Mocanu et al., 2002). Auch in der Postkonditionierung gibt 
es Hinweise, dass dieser Signalweg eine Rolle spielt. Philipp  konnte im in vivo 
Kaninchenmodell und Tsang im in vitro Rattenherzen zeigen, dass die Inhibition der 
PI3-Kinase mit LY294002 (Tsang et al., 2004) und mit Wortmannin (Tsang et al., 2004; 
Philipp et al., 2006) den Schutz der Postkonditionierung blockieren kann. In einigen 
anderen Untersuchungen, zum Beispiel in isoliert perfundierten Rattenherzen 
(Bopassa et al., 2006), in isoliert perfundierten (Yang et al., 2005) und in situ 
Kaninchenherzen (Chiari et al., 2005), wie auch in infarkt-modellierten (mittels einer 
permanenten Ligation des RIVAs) und hypertensiven Rattenherzen (Zhu et al., 2006;) 
und auch in hypoxisch postkonditionierten H9c2 Zellen (Zhao et al., 2006) wurde dies 
ebenfalls bestätigt. Dagegen konnten andere Gruppen (Darling et al., 2005; Schwartz 
et al., 2006) keine Beteiligung des PI3-Kinase-Akt-Signalweges finden. Schwartz 
konnte zwar mittels der Postkonditionierung eine Phosphorylierung von Akt im Schwein 
zeigen, jedoch reichte diese Phosphorylierung nicht zur Protektion aus.  
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mTOR - p70S6-Kinase 
2003 konnte Kin mTOR bereits als Signaltransduktionselement der Präkonditionierung 
nachweisen (Kin et al., 2003). Bei der Präkonditionierung wird mTOR oberhalb der 
p70S6-Kinase im Signaltransduktionsweg der Präkonditionierung vermutet. In der 
Postkonditionierung konnte die Aktivierung der p70S6-Kinase bereits erfolgreich 
gezeigt werden (Tsang et al., 2004). Bisher gibt es noch keine Ergebnisse zur Rolle 
von mTOR im Rahmen der ischämischen Postkonditionierung.   
 
MEK1/2–ERK1/2 (MAPK)-Signalweg 
In den meisten Arbeiten über die Präkonditionierung konnte die Aktivierung von 
ERK1/2-MAPK nachgewiesen werden (Strohm et al., 2000; Fryer et al., 2001). Dabei 
fand Fryer heraus, dass es in präkonditionierten Herzen zwei Stadien der ERK1/2 
Phosphorylierung gibt; eine direkt nach Ablauf des Präkonditionierungsstimulus und die 
zweite zu Beginn der Reperfusion. Hausenloy zeigte, dass  die ERK1/2 Aktivierung zu 
Beginn der Reperfusion essentiell für die Protektion in präkonditionierten Herzen ist 
(Hausenloy et al., 2005a, 2005b). Des Weiteren fand er heraus, dass eine Inhibition 
von PI3-Kinase/Akt die Phosphorylierung von ERK1/2 induziert und umgekehrt die 
Blockade von MEK1/2 und ERK1/2 zur verstärkten Phosphorylierung von Akt führt 
(Hausenloy et al., 2004).  
Auch in der Postkonditionierung kommt es zu einer Aktivierung der MEK1/2- und 
ERK1/2-Kinasen. Dies konnte bisher im in vivo Kaninchen (Yang et al., 2004a), im in 
vitro Kaninchenherzen (Darling et al., 2005) und in Kardiomyozyten des Schweines 
(Schwartz et al., 2006) gezeigt werden. Allerdings konnte bislang das Zusammenspiel 
von den oben genannten Kinasen nicht aufgeklärt werden. 
 
PTEN (3’-Lipidphosphatase und ein negativer Regulator der PI3-Kinase) 
Die PTEN-Phosphatase dephosphoryliert  das Produkt der PI3-Kinase (das 
Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphat = PIP3) und ist somit ein negativer Regulator der 
PI3-Kinase (Hlobilkova et al., 2003). Die Inaktivierung (= Phosphorylierung) der PTEN-




















Abbildung 1-2:  PTEN-Phosphatase
 
Die PTEN-Phosphatase ist 2005 erstmals im Zusammenhang mit der ischämischen 
Präkonditionierung in isoliert perfundierten Rattenherzen untersucht worden (Cai et al., 
2005). Cai und seine Kollegen schlussfolgerten, dass die Abnahme der PTEN-Aktivität 
zur Induktion der Präkonditionierung führt. Allerdings zweifelte Hausenloy bei dieser 
Arbeit an, ob überhaupt eine ischämische Präkonditionierung stattgefunden hat 
(Hausenloy et al., 2006c). Denn mit 15 Minuten Ischämie und 30 Minuten Reperfusion 
dürfte es sich nicht mehr um eine ischämische Präkonditionierung handeln. Nach 15 
Minuten Ischämie könnte voraussichtlich schon eine lethale Myokardischämie oder zur 
Reperfusion  ernsthafte Arrhythmien induziert worden sein. Im Jahr 2005 untersuchte 
Darling die Rolle der ERK1/2 in der Postkonditionierung im isoliert perfundierten 
Kaninchenherzen (Darling et al., 2005). Sowohl in den Kontroll- als auch in den 
postkonditionierten Tieren waren nach 30 Minuten Ischämie signifikant weniger PTEN 
nachzuweisen, dies war in der postkonditionierten Gruppe mit einen 50%igen Anstieg 
der Epression von phospho-ERK1/2 verbunden. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde 
die Rolle von PTEN und ERK 1/2 untersucht.  
 
p38 mitogen-activated protein Kinase (p38 MAPK) - c-Jun NHP2 terminale Kinase (JNK) 
Die Mitwirkung von p38 MAPK in der Präkonditionierung ist in mehreren Arbeiten 
kontrovers beschrieben (Weinbrenner et al., 1997; Ping et al., 2000; Hausenloy et al., 
2006a). Weinbrenner beispielsweise zeigte, dass p38 MAPK während der Infarkt-
induzierenden Ischämie phosphoryliert und damit aktiviert wurde. In präkonditionierten 
Herzen wurde dabei eine Isoform-selektive Phosphorylierung als Hinweis auf eine 
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Aktivierung von p38β nachgewiesen (Sárváry et al., 2003). Dagegen fand Behrends 
nach 8 Minuten Reperfusion sowohl in den Kontrollherzen als auch in den 
präkonditionierten Schweineherzen eine vermehrte Phosphorylierung von p38 
(Behrends et al., 2000). Armstrong konnte keine Aktivierung von p38 nach der 
ischämischen Präkonditionierung in Kardiomyocyten von Kaninchen nachweisen 
(Armstrong et al., 1999). So wie p38 MAPK ist auch die Rolle der JNK MAPK in der 
Präkonditionierung umstritten (reviewed in Hausenloy et al., 2006a).  
Die Apoptose kann durch hypoxische Postkonditionierung mittels der Inhibition des 
sogenannten death-kinase-pathways (JNK und p38 MAPK) vermindert werden. Dies 
konnte Sun in neonatalen Rattenkardiomyozyten nachweisen (Sun et al., 2006). Die 
durch Postkonditionierung reduzierte Expression der JNK und der p38 resultierte in 
einer verminderten Freisetzung von TNFα, Caspase 3 und 8, sowie in einer 
Downregulation von Bax. Anisomycin (ein JNK/p38-Stimulator) führte zur Blockade der 
Postkonditionierungsprotektion. Bereits einige Jahre zuvor konnte Berra eine 
Verbindung zwischen ERK und p38 MAPKinase beschreiben, bei der es durch 
Inhibition von ERK zur Aktivierung von p38 kam und schließlich zur verstärkten 
Apoptose (Berra et al., 1998).  
 
Proteinkinase C (PKC) 
In der Signaltransduktion der Postkonditionierung wurde ebenfalls die Beteiligung der 
Proteinkinase C vermutet (Yang et al., 2005). Frühere Untersuchungen unserer 
Arbeitsgruppe konnten die PKC nicht als Signaltransduktionselement der 
Postkonditionierung nachweisen (Weinbrenner et al., 2004b). Hingegen konnte kürzlich 
Zatta im in vivo Rattenmodell zeigen, dass der PKC-Inhibitor Chelerythrin die 
Kardioprotektion der Postkonditionierung blockiert (Zatta et al., 2006). Wahrscheinlich 
liegt es an den unterschiedlichen Zeitpunkten der Applikation des Inhibitors. PKC 
wurde ebenfalls als Signaltransduktionselement der Postkonditionierung in isoliert 
perfundierten Rattenherzen (Fantinelli et al., 2006; Penna et al., 2006b) und im in vivo 
Kaninchenherzen nachgewiesen (Philipp et al., 2006). Die PKCε führte direkt durch die 
Inhibition der mPTP zur Kardioprotektion (Baines et al., 2003). Inagaki zeigte, dass ein 
PKCε-Aktivator zur Kardioprotektion führte und lethale Arrhythmien reduziert auftraten 
(Inagaki et al., 2005). Dagegen muss die PKCδ inhibiert sein, weil eine selektive 
Blockade der PKCδ zu einer Verminderung der Infarktgröße führte (Inagaki et al., 
2003a und b). Kostyak fand heraus, dass die PKCδ-Inhibition zu einem signifikanten 
Anstieg der Phosphorylierung von Akt und GSK-3ß in gealterten Rattenherzen führte 




Proteinkinase G (PKG) 
Penna gelang es kürzlich, die Postkonditionierung in einem in vitro Rattenmodell durch 
einen PKG-Inhibitor zu blockieren (Penna et al., 2007). Schon 2005 gelang es Burley 
durch pharmakologische Inhibition der PKG, die Infarktgrößenreduktion durch die 
Postkonditionierung zu blockieren (Burley et al., 2005). Dabei wird vermutet, dass die 
PKG, wie bei der Präkonditionierung, über den Akt-eNOS-NO-cGMP-Signalweg 
involviert ist (Krieg et al., 2004; Oldenburg et al., 2004) und durch die Inhibition der 
mPTP eine Kardioprotektion erreicht wird. Abdallah beschreibt, dass der PKG-
vermittelte Signalweg Hyperkontrakturen vermindert. Dies wird durch die aktivierte 
Ca2+-ATPase erreicht, welche Zytosolisches Ca2+ in das Sarkoplasmatische Retikulum 
pumpt (Abdallah et al., 2005).   
 
Apoptotische Signale 
Die Beteiligung der Apoptose an der Entstehung der myokardialen Ischämie-
Reperfusionsschäden wird kontrovers diskutiert (Gottlieb et al., 1994; Fliss et al., 1996; 
Freude et al., 2000; Zhao et al., 2000). Die pharmakologische Inhibition der 
apoptotischen Signalkaskade während der Reperfusionszeit schwächt sowohl die 
apoptotischen als auch die nekrotischen Prozesse des Zelltodes ab (Yaoita et al., 
1998; Mocanu et al., 2000; Zhao et al., 2003b). Viele der antiapoptotischen Signalwege 
der Präkonditionierung, wie zum Beispiel BAX (Nakamura et al., 2000), p53 (Maulik et 
al., 2000; Mocanu et al., 2003) und der verminderte Ausstrom von mitochondrialem 
Cytochrom C (Laclau et al., 2001; Wang et al., 2001; Xu et al., 2001), beteiligen die 
Proteinkinasen des RISK-Signalwegs. Allerdings bleibt bis jetzt noch die Frage offen, in 
welchem Zeitraum – ob ausschließlich in der Reperfusionsphase - diese 
antiapoptotischen  Mechanismen aktiv sind. Für die Postkonditionierung konnten 
antiapoptotischen Signalwege während der Reperfusionszeit beobachtet werden. Zhao 
beschreibt eine Reduzierung des apoptotischen Zelltodes durch die 
Postkonditionierung (Zhao et al., 2003a). Des Weiteren  wurde mittels der 
Postkonditionierung eine vermehrte Expression des antiapoptotischen Faktors Bcl2 
(Sun et al., 2004), die Inhibition der Proteinkinasen JNK und p38 MAPK neben der 
verminderten Expression des proapoptotischen Faktors BAX (Sun et al., 2006) und die 
Verminderung der Bildung von Peroxynitrit (Wang et al., 2006) festgestellt.  
Allerdings konnte bislang noch nicht geklärt werden, ob sich die 
Infarktgrößenreduzierung mittels der Postkonditionierung nur auf die nekrotischen 
Zellen auswirkt oder ob auch die Apoptose zu diesem frühen Zeitpunkt inhibiert ist.  




Mitochondrialer K-ATP-abhängiger Kanal (mKATP-Kanal) 
Viele Studien zeigen, dass der mitochondriale KATP-Kanal ein obligatorischer Mediator 
in dem Signaltransduktionsweg der ischämischen Präkonditionierung ist (Garlid et al., 
1997). 1992 konnte erstmals mit der Gabe des mKATP-Inhibitors 5-hydroxydecanoate 
gezeigt werden, dass die Infarktgrößenreduktion durch die Präkonditionierung im in 
vivo Hundeherzen komplett aufgehoben war (Auchampach et al., 1992). Vor kurzem 
konnte mit der Gabe desselben Inhibitors zu Beginn der Reperfusion die Protektion der 
Präkonditionierung im isoliert perfundierten Rattenherzen blockiert werden (Hausenloy 
et al., 2007). 
Auch in der Postkonditionierung konnte die Beteiligung des mKATP-Kanals 
nachgewiesen werden, indem durch die Gabe des mKATP-Inhibitors 5-
hydroxydecanoate die Kardioprotektion aufgehoben wurde (Yang et al., 2004b). In 
unserem Labor wurde anhand der pharmakologischen Postkonditionierung mit dem 
Stoff Levosimendan der Signalweg über den mitochondrialen KATP-Kanal beschrieben 
(Theuring et al., 2007). Kürzlich veröffentlichte Daten deuten auf die Aktivierung des 
mKATP-Kanals in hypoxisch postkonditionierten H9c2-Zellen. Dabei soll die Aktivierung 
des mKATP-Kanals die Protektion über die Aktivierung der Überlebenskinasen Akt und 
ERK1/2 sowie durch die Abnahme des proapoptotischen Faktors BAX die Inhibition der 
Öffnung der mPTP und die Reduzierung des apoptotischen Zelltodes vermitteln (Zhao 
et al., 2006).  
 
Mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore (mPTP) 
Die mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore (mPTP) ist ein unspezifischer 
Kanal, durch dessen Öffnung die innere mitochondriale Membran unspezifisch 
permeabel für Wasser und gelöste Substanzen ist, so dass das mitochondriale 
Membranpotenzial zusammenbricht und ungekoppelte oxidative Phosphorylierungen 
stattfinden können. Dies resultiert dann in einer ATP-Abnahme, einer Anschwellung 
des Mitochondriums und dem nekrotischen Zelltod (Crompton et al., 2000; Hausenloy 
et al., 2003). Ihre Rolle als kritischer Mediator des Zelltodes beim Einsetzen der 
myokardialen Ischämie-Reperfusions-Schäden ist durch viele Untersuchungen 
beobachtet und gezeigt worden. Die Versuche von Griffiths demonstrieren, dass die 
mPTP während der Ischämie geschlossen bleibt und sich erst während der frühen 
Reperfusion öffnet, wahrscheinlich getriggert durch ROS und intrazelluläres sowie 
mitochondriales Ca2+ (Griffiths et al., 1995). Durch die Öffnung der mPTP werden 
Cytochrom C und andere proapoptotische Moleküle freigesetzt, welche die 
Apoptosekaskade initiieren (Halestrap et al., 2004). Hausenloy konnte zeigen, dass die 
Inhibierung der Öffnung der mPTP in den ersten Minuten der Reperfusion 
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kardioprotektiv ist (Hausenloy et al., 2002; 2003) indem Sanglifehrin A, ein 
Immunsuppressivum, die Öffnung der mPTP inhibiert, wenn es direkt zu Beginn der 
Reperfusion gegeben wird (Hausenloy et al., 2003).  
Bisher sind allerdings die Mechanismen unbekannt, die für die Öffnung der mPTP zu 
Beginn der Reperfusion  – sowohl in der Präkonditionierung als auch in der 
Postkonditionierung - verantwortlich sind. Es wird angenommen, dass der RISK-
Signalweg für die Inhibition der Öffnung der mPTP mit ursächlich ist (Juhaszova et al., 
2004; Bopassa et al., 2006; Davidson et al., 2006 und Zhao et al., 2006).  Einige 
Hypothesen lauten: Die mPTP bleibt durch die Phosphorylierung und Inhibierung der 
GSK-3ß geschlossen (Juhaszova et al., 2004); eNOS unterdrückt entweder durch den 
PKG-PKCε-mKATP-Kanal-Signalweg (Costa et al., 2005; Costa et al., 2006) oder 
durch die Bildung von NO (Kim et al., 2004) die Öffnung der mPTP; antiapoptotische 
Signale innerhalb des RISK-Signalweges inhibieren die Öffnung der mPTP durch die 
Inhibierung der Translokation von BAX zum Mitochondrium (Yamaguchi et al., 2001; 
Tsuruta et al., 2002).   
Die Postkonditionierung vermindert die mitochondriale Ca2+-Überladung (Sun et al., 
2005) und auch die Sensitivität der mPTP gegenüber Ca2+ (Argaud et al., 2005). 
Abdallah beschreibt, dass Ca2+ in der Postkonditionierung vermehrt vom 
Sarkoplasmatischen Retikulum aufgenommen wird und somit nicht mehr als Signal des 
mitochondrialen Apoptosewegs zur Verfügung steht (Abdallah et al., 2006).  
 
Trigger des RISK-Signaltransduktionsweges 
Die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS; früher Sauerstoffradikale)  werden während der 
Reperfusion des ischämischen Myokardiums gebildet und stellen die größte Ursache 
für lethale Reperfusionsschäden dar (Zweier et al., 1987; Vanden Hoeck et al., 2000). 
Diese dienen auch als Trigger der Präkonditionierung (Lebuffe et al., 2003). Aktuelle 
Arbeiten von Penna zeigen, dass ROS möglicherweise auch eine Signalwirkung in der 
Postkonditionierung besitzen, denn N-Acetyl-Cystein, ein Radikalfänger, konnte die 
Infarktgrößenreduzierung der Postkonditionierung blockieren, wenn es während der 
Reperfusions-Ischämiezyklen der Postkonditionierung verabreicht wurde (Penna et al., 
2006a). Umgekehrt funktionierte dieser Mechanismus jedoch nicht. Eine exogen 
induzierte ROS-Generation führte  nicht zur Protektion (Penna et al., 2007). 
In der Präkonditionierung ist schon lange bekannt, dass Zelloberflächen Rezeptoren - 
spezifische G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) – die Empfänger für endogene 
Liganden, wie zum Beispiel Adenosin, Bradykinin und Opioide darstellen (Liu et al., 
1991; Goto et al., 1995; Schultz et al., 1995). Diese werden auch als mögliche Trigger 
der Postkonditionierung angenommen (Kin et al., 2005a, 2005b; Yang et al., 2005; 
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Philipp et al., 2006). Adenosin, ein ischämisches Stresshormon, inhibiert die 
Aktivierung und Adhärenz von Neutrophilen (Zhao et al., 1996). Die 
Postkonditionierung  führt zu einem intravaskulären Anstieg des Adenosins (Kin et al., 
2005b) und reduziert somit über die Aktivierung der Überlebenskinasen die 
Infarktgröße (Yang et al., 2005). Kin konnte den Schutz der Postkonditionierung in der 
Ratte durch die Gabe eines nicht-selektiven Adenosinrezeptor-Antagonisten (A2-und 
A3-Rezeptor-Antagonisten) blockieren (Kin et al., 2005b). Eine Antagonisierung des A1-
Rezeptors blockierte hingegen den Schutz der Postkonditionierung nicht. Philipp 
konnte durch die Verwendung eines für A2b-Rezeptoren spezifischen Inhibitors diesen 
Subtyp für die Postkonditionierung nachweisen (Philipp et al., 2006). Adenosin aktiviert 
auch die PI3-Kinase des RISK-Signalweges unter Beteiligung von Tyrosinkinasen 
(Krieg et al., 2002). Allerdings muss das Adenosin in den ersten Minuten der 
Reperfusion vorhanden sein (Xu et al., 2003). Eine jüngere Arbeit von Lu deutet neben 
Adenosin auch auf die Bedeutung von Acetylcholin und den Muscarin (M2)-Rezeptor 
hin (Lu et al., 2006). Die Protektion der Opioide wird über die Aktivierung und 
Inhibierung der GSK-3ß vermittelt (Gross et al., 2004). Yang konnte zeigen, dass auch 
Bradykinin über die PI3-Kinase, ERK1/2 und den NO-Signalweg zur Kardioprotektion 




















































Abbildung 1-3:  Postulierte Signaltransduktionswege der Postkonditionierung 
Bisher ist die Rolle von mTOR und GSK-3ß in der ischämischen Postkonditionierung ungeklärt. Des 
Weiteren besteht die Frage, ob die Postkonditionierung einen Einfluß auf die Apoptose hat.  
Mit „?“ sind die noch offenen Fragen markiert.  
 
1.4 Weitere Möglichkeiten der Kardioprotektion im Tiermodell 
 
1993 wurde zum ersten Mal die organferne Präkonditionierung in Hunden beschrieben 
(Przyklenk et al., 1993). Im Jahr 2002 wies Weinbrenner die organferne 
Präkonditionierung durch infrarenale Okklusion der Aorta bei in vivo Ratten nach 
(Weinbrenner et al., 2002, 2004a). Mittlerweile konnte auch eine organferne 
Postkonditionierung erfolgreich gezeigt werden. Dabei waren G-Protein-gekoppelte 
Adenosinrezeptoren die Trigger der Kardioprotektion (Kerendi et al., 2005). Vor kurzem 
gelang Andreka die organferne Postkonditionierung im Schwein, dessen Herz-
Kreislauf-System dem des Menschen sehr ähnlich ist (Andreka et al., 2007).  
Zahlreiche pharmakologische Substanzen imitieren das Phänomen der 
Postkonditionierung wenn sie in der frühen Reperfusion gegeben werden.  
Pharmakologische Substanzen, wie zum Beispiel Glucagon-like-protein-1 (Bose et al., 
2005), wirken über den RISK-Signaltransduktionsweg kardioprotektiv, wenn sie zu 
Beginn der Reperfusion zugeführt werden. Dazu gehören auch Erythropoietin (Bullard 
et al., 2005) und Atorvastatin (Bell et al., 2003). In unserer Gruppe wurde kürzlich die 
pharmakologische Postkonditionierung mit Levosimendan im in vivo Rattenherzen 
nachgewiesen (Theuring et al., 2007). Auch die Postkonditionierung durch Anästhetika 
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mit Sevofluran (Obal et al., 2005) und Isofluran (Feng et al., 2005; Pagel et al., 2006) 
wurden beschrieben. Zu den Signalwegen in der Postkonditionierung durch 
Anästhetika konnte Feng zeigen, dass bei Gabe von Isofluran die Protektion über die 
Proteinkinase Akt vermittelt wurde (Feng et al., 2006). Weitere beteiligte 
Proteinkinasen sind ERK1/2 und eNOS sowie p70S6-Kinase (Krolikowski et al., 2006). 
Auch GSK-3ß (Feng et al., 2005), mKATP-Kanal und mPTP (Feng et al., 2005; 
Krolikowski et al., 2005) sind bereits in der Signaltransduktion der Postkonditionierung 
durch Anästhetika gezeigt worden. Damit besteht die prinzipielle Option, das wenig 
praktikable Verfahren der mechanisch-induzierten ischämischen Postkonditionierung 
durch die Gabe von Pharmaka zu ersetzen.  
 
1.5 Postkonditionierung beim Menschen 
 
Einige der oben beschriebenen pharmakologischen Substanzen, wie zum Beispiel 
Erythropoietin, Insulin und Adenosin, sind bei Patienten mit kardiovaskulären 
Erkrankungen zur pharmakologischen Postkonditionierung getestet worden. 1999 
konnte schon in Untersuchungen mit der Single-photon-emission-computed-
tomography (SPECT) gezeigt werden, dass bei Patienten nach anteriorem Infarkt mit 
der Gabe von Adenosin in der Reperfusion die Infarktgröße reduziert werden konnte  
(Mahaffey et al., 1999). Die Folgestudie AMISTAD II konnte dies aber nicht mehr 
zeigen (Ross et al., 2005). In der post hoc Studie der AMISTAD II wurde die 
Wirksamkeit von Adenosin abhängig vom Zeitpunkt der Gabe in der Reperfusion  
untersucht (Kloner et al., 2006): Adenosin, in den ersten 3,17 Stunden nach dem 
akuten Myokardinfarkt gegeben, reduzierte die Mortalität und die Herzschwäche.  Eine 
vorläufige Studie hat gezeigt, dass das dem Erythropoetin analoge Darbepoetin-alpha, 
als einmaliger intravenöser Bolus von 300 µg vor der perkutanen transluminalen 
coronaren Angioplastie (PTCA), den Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt 
schützt (Lipsic et al., 2006). Die Darbepoetin Behandlung nach einem akuten  
Myokardinfarkt lässt den Serum EPO-Wert innerhalb von 24 Stunden auf das 130 – 
270Fache anwachsen und stimuliert die Aktivierung von endothelialen Vorläuferzellen 
(CD34+/CD45-). Die Hämatokrit-Werte zeigten zu keinem Zeitpunkt großen 
Unterschiede. Dabei ist Darepoetin für den Patienten sicher und gut verträglich.  
Jüngere Untersuchungen konnten die Wirksamkeit der Postkonditionierung beim 
Menschen belegen. Dabei wurden die meisten Erkenntnisse im Rahmen von Studien 
bei der perkutanen transluminalen Koronarangioplastie gewonnen. Laskey zeigte, dass 
wiederholte Balloninsufflationen bei Patienten nach akutem Myokardinfarkt zu 
verringerten ST-Hebungen im EKG führten, verglichen mit einer Kontrollgruppe, welche 
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eine gewöhnliche Reperfusionstherapie erhielt (Laskey et al., 2005). Staat führte in 
seiner Patientenstudie vor Einsetzen der Reperfusion noch zusätzlich eine 
Lävokardiographie durch (Staat et al., 2005). Mit dieser Lävokardiographie konnte er 
darstellen, dass sich die Risikozone der Kontroll- und  Postkonditionierungsgruppe 
nicht signifikant unterschied. Das Protokoll der Postkonditionierung - bestehend aus 4 
Episoden von je 1minütigen Balloninsufflationen und –deflationen – führte zu einem 
signifikanten Anstieg des blush-grade, einem Marker der myokardialen Reperfusion. 
Außerdem kam es zu einer signifikanten Verminderung der CK-Freisetzung, 
entsprechend einer Reduktion der Infarktgröße um 36 %. Die CK-Freisetzung ist bei 4 
und mehr Insufflationen signifikant kleiner als bei 1-3 Zyklen (Darling et al., 2007). 
Kürzlich wurde mit einer längeren Nachbeobachtungszeit eine Folgeuntersuchung der 
Studie von Staat veröffentlicht, in der die anhaltende Infarktgrößenreduktion und die 
verbesserte Wiederherstellung der Kontraktion des Myokards nach der 
Postkonditionierung untersucht wurde (Thibault et al., 2008). Nach 6 Monaten wurde 
die Infarktgrößenreduktion mittels der Single-photon-emission-computed-tomography 
(SPECT) untersucht: Die Patienten, die mit der Postkonditionierung behandelt worden 
waren, hatten im Vergleich zur der Kontrollgruppe eine Infarktgröße von 11±10 % vs. 
19±13 % (p=0,04). Des Weiteren waren bei den postkonditionierten Patienten die CK 
und Troponin I ebenfalls signifikant reduziert. Nach einem Jahr wiesen die Patienten 
der Postkonditionierungsgruppe einen 7%igen Anstieg der linksventrikulären 
Auswurffraktion (LVEF) auf.  
 
1.6 Ratten mit Risikofaktoren 
 
Der myokardiale Schaden nach Eintreten der Ischämie und Reperfusion ist mittlerweile 
gut charakterisiert, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen in gesundem 
myokardialem Gewebe erforscht wurden. Jedoch ist der Einfluss von Risikofaktoren, 
welche häufig mit den kardiovaskulären Erkrankungen der Ischämie-/ 
Reperfusionsschäden assoziiert sind, bisher nur wenig untersucht. Weiterhin ist unklar, 
ob diese Risikofaktoren die Kardioprotektion der Prä- und/oder Postkonditionierung 
blockieren.  
 
Arterielle Hypertension - Hypertrophie  
Die arterielle Hypertension ist eine der häufigsten kardiovaskulären Risikofaktoren, 
welche die Entwicklung der koronaren Herzerkrankung (CAD) begünstigt (Levy et al., 
1988). Die Hypertension resultiert häufig in einer linksventrikulären Hypertrophie 
aufgrund des erhöhten systemischen Drucks. Während der myokardialen Ischämie 
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entwickeln die hypertrophierten Herzen eine ausgedehnte linksventrikuläre Dysfunktion 
im Vergleich zu nicht-hypertrophierten Herzen (Galinanes et al., 2004). Im Gegensatz 
dazu zeigten mäßig hypertensive Ratten eine größere Resistenz und eine bessere 
Erholung von der Ischämie als die Herzen von Kontrolltieren (Hearse et al., 1978).  
Bei der Präkonditionierung in Tieren mit arterieller Hypertonie gibt es uneinheitliche 
Daten. Das Herz ist bei der Hypertonie verletzlicher gegenüber Ischämie und 
Reperfusion, jedoch bleibt die Protektion durch die Präkonditionierung erhalten 
(Speechly-Dick et al., 1994). In hypertensiven Tieren (spontan hypertensive Ratte und 
transgene ((mREN-2)27) hypertensive Ratte) blieb die Kardioprotektion durch die 
Präkonditionierung ebenfalls erhalten (Boutros et al., 1995; Randall et al., 1997). 
Dagegen war beim Hochdruckpatienten die Präinfarktangina, welche wie ein 
Präkonditionierungsstimulus wirkt, nicht mehr protektiv (gemessen mit der SPECT und 
am Enzymverlauf) (Takeuchi et al., 2002).  
Bisher ist die Kardioprotektion und die Signaltransduktion der Postkonditionierung 
hauptsächlich in gesunden Tiermodellen und kaum in Tiermodellen mit klinischen 
Pathologien, wie zum Beispiel am hypertrophierten Myokard, untersucht worden. 
Gerade aber dieser Risikofaktor ist von großem Interesse, da die Patienten mit einer 
CAD oft die Begleiterkrankung arterielle Hypertension und myokardiale Hypertrophie 
aufweisen.   
 
Metabolisches Syndrom 
Das metabolische Syndrom beinhaltet Dyslipidämie, einen unterschiedlichen Grad der 
Glukose-Intoleranz, Hypertension, eine abdominale Fettleibigkeit und 
Hyperinsulinismus (Isomaa et al., 2003). Patienten mit einem metabolischen Syndrom 
haben ein dreimal höheres Risiko, einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall zu 
bekommen im Gegensatz zu Patienten ohne ein solches (Isomaa et al., 2001). Das 
Wistar-Ottawa-Karlsburg W (WOKW) Rattenmodell präsentiert ein nahezu 
vollständiges metabolisches Syndrom, welches Fettleibigkeit, mäßige Hypertension, 
Dyslipidämie, Hyperinsulinämie und beeinträchtigte Glukose-Toleranz beinhaltet (van 
den Brandt et al., 2002).  
Bei der Präkonditionierung gibt es bislang kontroverse Ergebnisse bei der 
experimentellen Hyperlipidämie (Ferdinandy et al., 2003), Hyperglykämie (Ishihara et 
al., 2003) und dem Diabetes mellitus (Kersten et al., 2000; Kristiansen et al., 2004; 
Rezkalla et al., 2004). Vor kurzem beschrieb Ferdinandy in einer Übersichtsarbeit die 
Signalwege der Präkonditionierung, die bei systemischen Erkrankungen 
möglicherweise modifiziert werden (Ferdinandy et al., 2007).  
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In hypercholesterinämischen Kaninchen wurde die Postkonditionierung zum ersten Mal 
von Donato und Iliodromitis untersucht, die jedoch gegensätzliche Ergebnisse 
erbrachten (Donato et al., 2007; Ilidromitis et al., 2006). Iliodromitis zeigte, dass die 
Postkonditionierung ineffektiv hinsichtlich der Infarktgrößenreduktion in Kaninchen mit 
Hypercholesterinämie und Atherosklerose ist. Jedoch führte er seine Untersuchungen 
im fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose durch. Dagegen konnte Donato eine 
signifikante Infarktgrößenreduktion mittels der Postkonditionierung über die Aktivierung 
von A1 and K+ATP-Kanälen in normalen und hypercholesterinämischen isoliert 
perfundierten Kaninchenherzen zeigen. Das Postkonditionierungsprotokoll beinhaltete 
2 Zyklen à 30 Sekunden Reperfusion/Ischämie.  
Alle diese Risikofaktoren gehen mit einer erhöhten Insidenz des Herzinfarktes einher. 
Bislang ist noch ungeklärt, ob eine Infarktgrößenreduktion durch die 
Postkonditionierung bei Vorliegen eines metabolischen Syndroms möglich ist.  
 
1.7 Zielsetzung und Fragestellung 
 
Die Ziele der vorliegenden Arbeit bestanden darin, die Postkonditionierung sowohl im 
in vitro – als auch im in vivo Rattenmodell zu charakterisieren und die Modelle zu 
etablieren. Zentrale Signaltransduktionswege der Postkonditionierung wurden 
untersucht und charakterisiert. Des Weiteren bestand die Frage, ob die 
Postkonditionierung auch in Tieren mit Risikofaktoren protektiv ist. Im Einzelnen waren 
die Fragen: 
 
- Ist die Postkonditionierung im isoliert perfundierten Rattenherzen protektiv? 
 
- Sind ischämische Präkonditionierung und Postkonditionierung im in vivo 
Rattenherzen protektiv? Ist die Kardioprotektion hinsichtlich der 
Infarktgrößenreduktion beider Verfahren gleichermaßen effizient?    
 
- Ist die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-Kinase), die in der Präkonditionierung eine 
Rolle spielt, auch am Signaltransduktionsweg der Postkonditionierung beteiligt? 
Kann ein spezifischer PI3-Kinase-Inhibitor (Wortmannin) die 
Infarktgrößenreduktion durch die Postkonditionierung beeinflussen? Wird dadurch 




- Spielt mTOR (mammalian target of rapamycin) in der Postkonditionierung eine 
Rolle? Kann die pharmakologische mTOR-Inhibition (Rapamycin) die Protektion 
der Postkonditionierung blockieren?  
 
- Wird die Glycogensynthase-3beta, die in der Präkonditionierung als 
Apoptoseregulator fungiert, auch durch die Postkonditionierung phosphoryliert 
und somit inhibiert? 
 
- Ist der MEK1/2–ERK1/2–Signaltransduktionsweg in die Postkonditionierung im in 
vivo Rattenherzen involviert? 
 
- Beeinflusst die Postkonditionierung die Apoptose im in vivo Rattenherzen oder 
vermindert sie nur die Nekrose?  
 
- Ist bei der Risikokonstellation arterieller Hypertonie mit Herzhypertrophie (Modell 
SH-Ratte) eine Kardioprotektion durch die Postkonditionierung möglich? 
 
- Wie beeinflusst das metabolische Syndrom (Modell WOKW-Ratte) die 
Infarktgrößenreduktion durch Postkonditionierung ? 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
 
Für die Untersuchungen zur Postkonditionierung und zur Beantwortung der gestellten 
Fragen wurden sowohl das isoliert perfundierte Rattenherz (in vitro) als auch das in situ 
Rattenherz verwendet. 
Alle Verfahren und Vorgehensweisen zur Durchführung von Tierversuchen nach § 8 
Abs. 1 Tierschutzgesetz wurden vom Regierungspräsidium Dresden genehmigt. 
Für die Versuchsvorhaben wurden hauptsächlich männliche Albino Wistar Ratten 
(Charles River Deutschland, Sulzfeld) mit einem Gewicht von 250-350 g (11-15 
Wochen) verwendet. Nur für die Postkonditionierungsversuche der Tiere mit 
Risikokonstellationen wurden zum einen spontan-hypertensive Ratten (SH-Ratte) mit 
ihren zugehörigen Kontrolltieren (WKY-Ratten) und zum anderen WOKW-Ratten mit 
den Kontrolltieren (DA-Ratten) verwendet (siehe Tabelle 2-1). Es wurde nur mit 
männlichen Ratten gearbeitet. Die Tiere wurden in einer kleinen Gruppe (4 Ratten pro 
Käfig) mit einem hell/dunkel Zyklus von 12 Stunden gehalten. Als Nahrung dienten 
Trockenfutter und Wasser, welches jederzeit zur Verfügung stand. Die Durchführung 
der Versuche erfolgte in der Hellphase bei einer konstanten Raumtemperatur von 23 
°C.  
 
Tabelle 2-1:  Verwendete Tiermodelle 
 
Tierart Modell Alter (Wochen) Herkunft 
Albino Wistar Ratte 







10 - 12 Charles River 
Wistar-Kyoto-Ratte 
(WKY Ratte) 
normotone Kontrolle  





 28 Universität Greifswald 
Dark Agoutti Ratte 




MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Isoliert perfundierte Rattenherzen (in vitro) 
 
Isoliert perfundierte Rattenherzen wurden nach der Methode von Langendorff 
präpariert (Langendorff et al., 1985). Die Ratten wurden mit einer letalen Dosis von 200 
mg/kg KG Thiopentanal-Natrium (Trapanal® Altana Pharma, Deutschland) 
intraperitoneal anästhesiert. Sie wurden nach dem Bewusstseinsverlust gewogen, um 
das Körpergewicht zu dokumentieren. Nachdem die Ratten keine Schmerzreflexe 
zeigten, erfolgte die Injektion von 1000 U/kg KG Heparin i.v. in die Vena cava inferior. 
Das Herz wurde an der Aorta ascendens, der Pulmonalarterie, dem rechten und linken 
Vorhof abgetrennt und in einen mit 4 °C gekühlte Krebs-Henseleit-Lösung gefüllten 
Plastikbecher gegeben. Rasch wurde die Aortenwurzel in der Lösung aufgesucht und 
mit dieser das Herz an dem Langendorff-Apparat aufgehängt. Das Herz wurde mit 
einer modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer-Lösung perfundiert [(in mmol/l) 117,5 NaCl, 
4,7 KCl, 1,2 MgSO4, 2,5 CaCl2, 24,8 NaHCO3, 1,2 KH2PO4 und 10 Glucose], die mit 
Carbogen Gas (Gasgemisch bestehend aus 95 % O2 und 5 % CO2) bei pH 7,4 
equilibriert war und der hydrostatische Druck betrug 100 cm Wassersäule. Für die 
Bestimmung des linksventrikulären Drucks wurde ein NaCl-gefüllter Latexballon über 
die Mitralklappe in den linken Ventrikel eingebracht, wobei der Ballon so mit NaCl 
gefüllt wurde, dass ein enddiastolischer Druck von 5-10 cm H2O erreicht wurde. Der 
entwickelte linksventrikuläre Druck des Herzens wurde über den Ballon mit einem 
Druckaufnehmer (MLA 844, Harzbecher Medizintechnik, Germany), der mit einem 
Druckwandler (MLA 844, ADInstruments, USA) verbunden war, abgegriffen. Das 
Signal wurde mit Hilfe eines PowerLab (ADInstruments, USA) digitalisiert, auf einem 
Computer mit einem Aufzeichnungs- und Analyseprogramm (Chart v5; ADInstruments, 
USA) aufgezeichnet und weiter verarbeitet. Die Herzfrequenz wurde aus den 
Druckkurven berechnet. Der Koronarfluss wurde zu bestimmten Zeitpunkten durch 
Auffangen des Effluats über 15 sec gemessen und in ml/min angegeben. Die linke 
Koronararterie wurde mit einem 5/0 Faden (Ethibond Exel, Ethicon, Belgien) mit ein 
wenig Muskelmasse umstochen, die Fadenenden durch einen Plastikschlauch (1 cm 
Länge, 2 mm ∅ PE Frenius Kabi, Deutschland) geführt und damit eine Schlinge 
gebildet. Das Zuziehen der Schlinge induzierte dann die Myokardischämie. Die 
erfolgreiche Okklusion der Koronararterie wurde durch die Verminderung des 
linksventrikulären Drucks und des Koronarflusses verifiziert. Die Präkonditionierung 
wurde erreicht durch 3 mal 5 Minuten globale Ischämie, d.h. Perfusionsstopp, 
unterbrochen von je 5 Minuten Reperfusion. Der Infarkt wurde entweder durch 30- oder 
60minütiges Zuziehen der Fadenschlinge induziert. Die Postkonditionierung erfolgte 
mit 3 Reperfusions-/Ischämiezyklen à 30 Sekunden oder mit 6 Zyklen à 10 Sekunden 
34 
MATERIAL UND METHODEN 
globaler Ischämie, direkt nach der regionalen Ischämie. Die Reperfusion wurde durch 
das Lösen der Fadenschlinge eingeleitet und für 30 oder 120 Minuten durchgeführt. 
Vor Beginn der jeweiligen Versuchsprotokolle wurden die Herzen nach den 
vorbereitenden Manipulationen für 10 Minuten equilibriert. 
 
2.2 In situ Rattenherzen 
 
Die Anästhesie und Analgesie erfolgte bei den in situ Wistar Rattenherzen mit der 
intraperitonealen Injektion von 40 mg/kg KG Trapanal®, bei den in situ Rattenherzen 
mit krankhaften Veränderungen sowie bei deren Kontrolltieren mit 100 mg/kg KG 
Pentobarbital (Merial GmbH, Deutschland). Vor Interventionsbeginn wurde die völlige 
Schmerzfreiheit des Tieres sicher gestellt und während des gesamten Versuchs 
überwacht. Wenn nötig wurde während des Versuchs 5-10 mg/kg KG Trapanal® bzw. 
Pentobarbital fraktioniert nachgegeben. Die Tiere wurden (mittels einer Waage) 
gewogen, um die Einhaltung der Gewichtsgrenzen zu gewährleisten und um das 
ermittelte Körpergewicht für die Berechnungen von Wirkstoffgaben verwenden zu 
können. Die Ratten wurden dann auf eine beheizbare Arbeitsplatte (Temp Control 
2203 TSE Systems, Deutschland) gelegt, die die Körpertemperatur im Bereich von 36 
°C bis 38 °C hielt. Die Temperaturkontrolle erfolgte wiederholt durch rektale 
Messungen. Anschließend wurde für die maschinelle Beatmung eine Tracheotomie 
durchgeführt. Beatmet wurde mit einem Kleintierbeatmungsgerät (Animal Respirator 
Advanced, TSE Systems, Deutschland) mit einem Gemisch aus 0,2 l/min Sauerstoff 
und 1 l/min Luft bei einer Atemfrequenz von 65 Atemzügen pro Minute und bei einem 
Beatmungsdruck von 120-140 cm H2O. Die Zeitdauer der Inspiration betrug 40 % und 
die Plateauphase 10 % des Atemzyklus. Zur Atelektasenpreventation wurde ein 
positiver end-expiratorischer Druck (PEEP) von 3-9 cm H2O eingestellt. Die arterielle 
Blutgasbestimmung (AVL 990-S, AVL Medizintechnik GmbH, Deutschland) wurde nach 
dem Legen des arteriellen Katheters, vor Versuchsbeginn (Baseline), nach 15 Minuten 
koronarer Okklusion sowie nach 15, 45, 75, 115 Minuten Reperfusion durchgeführt, 
wobei pH, pO2 und pCO2 in physiologischen Bereichen (pH 7,35-7,45; pO2: 80-120 
mmHg; pCO2: 30-40 mmHg; O2sat: >97 %) gehalten wurden. Eine eventuell 
erforderliche Korrektur erfolgte über das Beatmungsvolumen und die 
Beatmungsfrequenz.  
Bei einigen SH-Ratten wurde der Blutdruck direkt nach der Tracheotomie mittels 
Schwanz-Plethysmographie (NIBP Controller, ADInstruments, USA) initial gemessen. 
Die Signale wurden über das Power Lab (s.o.) digitalisiert und auf einem Computer 
(s.o.) aufgezeichnet. Um kontinuierlich Blutdruck und Herzfrequenz messen zu können, 
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wurde der Gefäß-Nerven-Strang der linken oberen Extremität an allen Tieren durch die 
Präparation der Muskulatur dargestellt. Der Plexus brachialis wurde von der Arteria 
axillaris abgegrenzt und nach Abbinden aller Arterienabgänge konnte die Arteria 
axillaris mittels eines Katheterschlauchs (0,58 mm ID 0,96 mm OD, Polythene Tubing, 
Portex, England) kanüliert werden. Dieser Katheterschlauch war über einen 
Druckaufnehmer (s.o.) mit einem Druckwandler (s.o.) verbunden. Die Signale wurden 
über das PowerLab (s.o.) digitalisiert und wiederum auf einen Computer mit einem 
Aufzeichnungs- und Analyseprogramm (s.o.) übertragen. Somit war es möglich, zu 
festgelegten Messzeitpunkten Blutdruck und Herzfrequenz zu erfassen und später 
auszuwerten. Zur Verhinderung der Thrombosierung des Katheters wurde dieser 
regelmäßig mit geringen Mengen einer NaCl-Heparin-Lösung (0,9 % NaCl, 10IE 
Heparin/ml) gespült.  
Auf der rechten Körperseite wurde ebenfalls an der oberen Extremität ein venöser 
Zugang zur Injektion von physiologischer NaCl-Lösung HAES, Medikamenten bzw. 
Inhibitoren von Proteinen und Propidiumiodid gelegt.   
Es folgte die Thoraxöffnung im 4. Interkostalraum, nachdem die Brustmuskulatur 
stumpf voneinander getrennt worden war. Die sich dem 4. Interkostalraum 
anschließenden 3 kaudalen Rippen wurden nahe dem Sternum durchtrennt. Nach 
Eröffnung des Perikards wurde der Ramus interventricularis anterior (RIVA) unterhalb 
des linken Herzohrs aufgesucht. Dieser wurde mit einem 5/0 Faden (s. o.) zusammen 
mit etwas Muskelmasse, etwa in der Hälfte der Ausdehnung von Herzohr zur 
Herzspitze, umstochen. Durch einen Plastikschlauch (s. o.) wurde mit den Fadenenden 
eine Fadenschlinge gebildet; die Koronararterie wurde durch das Zuziehen dieser 
Schlinge verschlossen und diente somit zur RIVA-Okklusion. Nach den vorbereitenden 
Manipulationen wurde jedes Herz für 10 Minuten equilibriert, um Blutdruck und 
Herzfrequenz zu stabilisieren. In dieser Zeit wurde die Blutdruckaufzeichnung 
gestartet, die Temperatur gemessen und Blut zur Bestimmung der Blutgaswerte 
abgenommen.  
Nach 10 Minuten Equilibrierung wurde der RIVA verschlossen, entweder zur 
Präkonditionierung für dreimal 5 Minuten, jeweils gefolgt von 5 Minuten Reperfusion, 
oder für die Infarktinduktion für 20 oder 30 Minuten. Als Kontrollkriterien der 
vollständigen Koronararterienokklusion traten eine epikardiale Zyanose und Hypo- 
bzw. Akinese des betroffenen Myokards sowie eine Blutdruckverminderung auf. Mit der 
Öffnung der Fadenschlinge wurde die Reperfusionsphase eingeleitet, begleitet von 
einer Blutdruckerholung bzw. sogar von einer Blutdruckzunahme in den ersten Minuten 
und einer sichtbaren Hyperämie. Bei den Kontrolltieren und bei der ischämischen 
Präkonditionierung wurde, direkt nach 20 oder 30 Minuten Ischämie, eine 30minütige 
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Reperfusion durchgeführt. Bei der Postkonditionierung wurden zu Reperfusionsbeginn 
entweder 3 Zyklen von je 30 Sekunden Reperfusion und 30 Sekunden Ischämie oder 6 
Zyklen von je 10 Sekunden Reperfusion und 10 Sekunden Ischämie durchgeführt und 
erst anschließend die 30minütige Reperfusion angeschlossen.     
 
2.3 Färbungen zur Infarktgrößenbestimmung 
 
2.3.1 Infarktgrößenbestimmung beim in vitro Modell 
 
Zum Ende des Experiments, d.h. nach 2 Stunden Reperfusion, wurde die 
Fadenschlinge wieder fest zugezogen. Anschließend wurden 10 ml einer Suspension 
von 1-10 µm großen fluoreszierenden Zink-Kadmium-Partikeln (Duke Scientific, USA) 
über eine 10 ml Spritze über die Aorta in die Herzkranzarterien gegeben. Somit lässt 
sich die Risikozone demarkieren als Gewebe ohne Fluoreszenz, d.h. das von der 
ligierten Arterie versorgte Gebiet, in dem potentiell ein Myokardinfarkt entstehen kann. 
Das Herz wurde dann gewogen, bei –20 °C tiefgefroren und danach in vier 2 mm dicke 
Scheiben apikal zur Ligatur geschnitten. Zur Anfärbung des vitalen Gewebes und zur 
Abgrenzung des Infarktgewebes wurden die Schnitte für 15 Minuten in einer 1%ige 
Triphenyltetrazoliumchlorid-Lösung (TTC, Fluka BioChemika, Deutschland) (pH 7,4) 
bei 37 °C inkubiert. Diese TTC-Lösung wurde hergestellt, indem das TTC-Pulver in 
dem Na2(PO4)-Puffer bei 60 °C gelöst wurde. Anschließend wurden die Schnitte für 
weitere 15 Minuten in einer 10%igen Formalinlösung fixiert.  TTC führt in vitalem 
Gewebe in der Anwesenheit von Dehydrogenasen und dem Co-Enzym NADH zu einer 
Rot-/Braunfärbung. Totes Gewebe dagegen ist dazu nicht mehr in der Lage, da die 
abgestorbenen Zellen ihre Fähigkeit verlieren NADH zu bilden und somit erscheint 
totes Gewebe weiß oder nur blassrosa gefärbt. Die Schnitte wurden mit einer 
Digitalkamera (Coolpix 995, Nikon, Japan) bei Tageslicht sowie unter UV-Licht (340 nm 
HBO 100W, Carl Zeiss, Deutschland) (Abb. 2-1) fotografiert. Um die Infarktgröße zu 
bestimmen, wurden die Flächen der Infarktzonen (TTC negativ) und die Flächen der 
Risikozonen (nicht-fluoreszierend unter UV-Licht) planimetrisch mittels des Programms 
TINA (TINA v2.09, Isotopenmessgeräte GmbH, Deutschland) bestimmt. Die 
Infarktgröße wurde als Verhältnis der Größe der Infarktgröße zur Risikozone 
angegeben (Liu et al., 1993). 
Bei manchen Versuchen wurde die Reperfusionszeit auf 30 Minuten verkürzt und die 
nekrotischen Zellen des Infarktareals dann mittels Propidiumiodid (PI, Fluka 
Biochemika, Schweiz) angefärbt. Vor Zuziehen der Fadenschlinge am Ende des 
Versuchs wurden 5 ml Propidiumiodid (10 mg/Kg KG) in die Aortenwurzel gegeben. 
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Danach erfolgte die Okklusion der Herzkranzarterie und die fluoreszierenden Zink-
Kadmium-Partikel wurden ins Herz gegeben (s. u.). 
 
2.3.2 Infarktgrößenbestimmung beim in situ Modell 
 
Bei den in situ Experimenten wurde nach 30 Minuten Reperfusion - gewichtsadaptiert 
in einer Konzentration von 10 mg/kg KG - Propidiumiodid über den Katheter in die 
Vena axillaris injiziert. Propidiumiodid färbt nekrotische Zellen sofort nach Verletzungen 
der Zellmembranen durch Anlagerung an die defekte DNA an. Zellmembranschäden 
treten sehr früh nach Ischämieschäden auf. Im Gegensatz zur TTC-Färbung benötigt 
die Propidiumiodidfärbung keine Reperfusionszeit, um Metabolite, wie z.B. NADH, 
auszuwaschen (Wolff et al., 2000). Um die Verteilung im gesamten Organismus zu 
gewährleisten, folgten nach der Propidiumiodid-Gabe weitere 15 Minuten Reperfusion. 
In den letzten 3 Minuten vor Herzentnahme wurde eine hohe Dosis von 1000 IE 
Heparin verabreicht, um nach der Herzentnahme die Thrombosierung der Koronarien 
zu verhindern. Danach wurde das Herz an der Aorta ascendens herausgeschnitten und 
an eine Langendorff-Apparatur gehängt, um mit 10 ml einer 0,9%igen NaCl-Lösung 
das Herz zu spülen und das Blut und freies Propidiumiodid aus den Koronarien zu 
entfernen. Bei klarem Perfusat wurde die Ligatur durch einen Doppelknoten mit den 
Fadenenden verschlossen. Im Anschluss wurden 10 ml von 1-10 µm großen 
fluoreszierenden Zink-Kadmium-Partikeln über die Aorta ins Herz gegeben. Die weitere 
Vorgehensweise erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben. Unter UV-Licht wurden die 
nekrotischen Zellen in der Risikozone leuchtend rot sichtbar. Die Risikozone stellte sich 
wieder als Gewebe ohne Fluoreszenz dar (Abb.:2-2 und 2-3). Die Digitalisierung und 
Auswertung erfolgte analog der TTC-Färbung; die Planimetrie wurde mit dem Image-J-
Programm (Version 1.32j, NIH, USA) durchgeführt. 
Seit 2004 wurden anstatt der Zink-Kadmium-Partikel-Lösung fluoreszierende 
Microsphären (Duke Scientific, USA) zur Demarkierung der Risikozone verwendet, weil 
die erstere Lösung aus dem Handel genommen worden war. Unterschiede zwischen 
Zink-Kadmium- und Microsphären-Färbung wurden nicht festgestellt.  
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Abbildung 2-1:  Bestimmung der Infarktzone mit Tetrazoliumsalz 
Digitalfotografie eines Herzschnittpräparats nach in vitro Färbung mit Tetrazoliumsalz unter 
Normalbeleuchtung. Die Infarktzone erscheint als blasses (weißes) Areal zwischen den vitalen rot 
imponierenden Gewebsanteilen. Es handelt sich um ein Kontrollherz mit großem Transmuralinfarkt. 
 
Abbildung 2-2:  Bestimmung der Infarktgröße mit Propidiumiodid 
Digitalfotografie eines Schnittpräparats nach in vivo Färbung mit Propidiumiodid unter UV-Licht. Das 
gesamte Stromgebiet des Ramus interventricularis anterior stellt sich als der nicht gelb fluoreszierende 
Risikoanteil dar. Die Infarktzone imponiert als leuchtend rotes Areal.  
Hier dargestellt ist ein postkonditioniertes Herz (3x30 R/I-Zyklen) mit einer Infarktgröße von 35 %. 
 
Abbildung 2-3: Propidiumiodidfärbung eines Kontrollherzens 
Wie Abb. 2-2, nur dass es sich hier um ein Kontrollherz mit einem großen Myokardinfarkt handelt. Die 
Infarktgröße, berechnet aus dem prozentualen Anteil der Nekrosezone am Risikogebiet, ergibt 54 %. 
39 
MATERIAL UND METHODEN 
2.4 Chemikalien  
 
Wortmannin (Fluka Biochemica, Schweiz) ist ein spezifischer Inhibitor der PI3-Kinase. 
1 mg Wortmannin wurde in 28,6 µl DMSO gelöst und anschließend 1:100 in 
physiologischer 0,9%-NaCl-Lösung verdünnt. Es wurden 0,6 mg/kg KG Wortmannin 
i.v. injiziert.  
Rapamycin (Roth, Deutschland), ein spezifischer Inhibitor von mTOR, wurde ebenfalls 
in DMSO (1 mg Rapamycin in 68,6 µl DMSO) gelöst und 1:100 in 0,9%igem NaCl 
verdünnt. Die injizierte Rapamycin-Konzentration betrug 0,25 mg/kg KG. 
Durch die 1:100 Verdünnung in 0,9%igem NaCl lag DMSO in einer Konzentration von 
1 % (v/v) vor. Um nachzuweisen, dass der Radikalfänger DMSO in der Konzentration 
von 1 % keinen Einfluss auf die Infarktgröße hat, sind eigene Gruppen mit dem 
Lösungsmittel durchgeführt worden.  
Der spezifische GSK-3ß Inhibitor TDZD-8 (4-Benzyl-2-methyl-1,2,4-thiadiazolidine-3,5-
dione, Calbiochem, Deutschland) wurde in einer 1:10 Verdünnung (0,9%igem NaCl) 
mit DMSO gelöst und dem Tier in einer Konzentration von 1 mg/kg KG zugeführt. Auch 
hier ist eine zugehörige Kontrollgruppe mit dem Lösungsmittel DMSO durchgeführt 
worden.  
100 mg Propidiumiodid wurden in 100 ml NaCl 0,9 % gelöst (1 mg/kg). Im Tier lag nach 
i.v. Injektion eine Konzentration von 10 mg/kg KG vor. 
Die Zink-Kadmium-Partikel (Duke Scientific, USA) wurden in einer Konzentration von 1 
g/l in physiologischer Kochsalzlösung (NaCl 0,9 %) gelöst. Hiervon wurden 10 ml in 
das isoliert perfundierte Herz injiziert. 
Für die Färbung der Nicht-Risikozone wurden die fluoreszendierenden Microsphären 
(Duke Scientific, USA) (1 Spatelspitze) in 1 Liter 0,9%iger NaCl-Lösung gelöst.  
 
2.5 Biochemische Laborwerte 
 
Am Ende der in vivo Versuche wurden den WOKW- und DA-Ratten Blutproben aus der 
Arterie entnommen, um die biochemischen Blutwerte zu bestimmen. Dazu wurden die 
Blutproben für 10 Minuten bei 6000 rpm (Micro-Zentrifuge, Roth, Deutschland) 
zentrifugiert, der klare Überstand  (das Serum) abgenommen und bei  –20 °C bis zur 
weiteren Verwendung eingefroren.  
Mittels ELISA Kits (Roche Diagnostics, Deutschland) wurden die Konzentrationen von 
Glukose, Triglyceriden und Cholesterol der Tiere im Blut gemessen. Um die 
Konzentration von Insulin im Blut zu bestimmen, wurde ein Ratten-Insulin-Elisa Kit 
(DRG Diagnostics, Deutschland) verwendet.  
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2.6 Biochemische Experimente 
 
2.6.1  In situ perfundiertes Rattenherz für die biochemischen Experimente  
 
Für die biochemischen Experimente wurden die Herzen - entsprechend dem oben 
dargestellten in situ Protokoll - operiert. Es wurden ebenfalls arterielle und venöse 
Zugänge kanüliert. Danach erfolgte die Thoraxöffnung im 4. Interkostinalraum und der 
Ramus interventrikularis anterior wurde wie oben beschrieben ligiert.  
Nach 5 Minuten Reperfusion (in postkonditionierten Herzen nach 3 mal je 30 Sekunden 
Ischämie-/Reperfusionszyklen und 2 Minuten Reperfusion) wurde das Herz schnell 
entnommen und in eiskaltes VE-Wasser überführt. Nach 1-2 Schlägen im Wasser 
wurde das Herz auf Papier gelegt und schnell - sowohl von der infarzierten Vorder- als 
auch von der nicht infarzierten Hinterwand - eine transmurale Biopsie gestochen. Diese 
wurde umgehend in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren 
Aufarbeitung bei –80 °C gelagert.  
 
2.6.2 Gewebepräparation: Homogenat, Membranen und Zytosol 
 
Die gefrorenen Herzbiopsien wurden in diesem Zustand gewogen (circa 80 mg), das 
Gewicht notiert und dann unter flüssigem Stickstoff pulverisiert. Das pulverisierte 
Gewebe wurde entsprechend seines Gewichtes (100 mg in 1 ml) in etwa 0,8 ml 
50/0/5/2 Puffer aufgenommen [(in mmol) 50 Tris-HCl pH 7,4, 5 EDTA, 5 EGTA, 1 
Na3VO4, 1 ß-Glycerolphosphat, 1 NaF, Protease-Inhibitor-Tablette (1 in 10 ml 50/0/5/2 
Puffer gelöst)] und für 3 mal je 6 Sekunden lang mittels eines Polytron-
Gewebehomogenisators (10000 Upm, IKA-Werke, Schweiz) auf Eis homogenisiert. 
Das Homogenat wurde dann für 10 Minuten bei 4 °C mit 300 x g (low speed, 
Beckmann Coulter, Deutschland) zentrifugiert. Das Pellet, bestehend aus Kernen und 
Zelltrümmern, wurde verworfen.  
Der Überstand Zytosol und Membranen wurde noch einmal bei 41399 x g für 45 
Minuten bei 4 °C in der Ultrazentrifuge (high speed, Beckmann Coulter, Deutschland) 
zentrifugiert. Nach dieser Zentrifugation befanden sich im Pellet die 
Membranbestandteile und im Überstand nur noch das Zytosol des Gewebes. Das 
Zytosol wurde für die weitere Aufarbeitung in flüssigem Stickstoff weggefroren und bei 
–80 °C gelagert. Das Pellet wurde unter der Zugabe von 300 µl 50/0/5/2 Puffer 
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2.6.3 Protein-Bestimmung 
 
Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford (Bradford et al., 1976) 
mit Rinderserumalbumin als Standard. Die Durchführung erfolgte mit dem Assay der 
Firma Biorad nach den Angaben des Herstellers. Diese Methode basiert auf der 
Tatsache, dass der Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) 
in zwei verschiedenen Farben (rot und blau) existiert. Bei Bindung der basischen 
Aminosäuren eines Proteins an diesen Farbstoff wird ein blau gefärbter Komplex mit 
sehr hohem Extinktionskoeffizienten gebildet. Dieser kann dann bei 595nm 
photometrisch erfasst werden.  
 
2.6.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden nach der Laemmli Methode 
(Laemmli et al., 1970) 10%ige Trenngele und 4%ige Sammelgele verwendet. Die mit 
Ladepuffer versetzten Proben wurden für 5 Minuten bei 95 °C inkubiert, um die 
Proteine zu denaturieren. Anschließend wurden die Proben und ein farbiger 
Molekulargewichtsmarker (Rainbow MW-Marker, Amersham, Deutschland) auf das Gel 
aufgetragen und bei 150 V circa 45 Minuten aufgetrennt.  SDS bewirkt die Auflösung 
der Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine und überdeckt als negativ geladenes 
Molekül deren Eigenladung, so dass die Auftrennung im elektrischen Feld nach 




Nach erfolgter Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-
Membran (ImmobilionTM P, Millipore Deutschland) nach der Methode von Towbin 
(Towbin et al , 1979) transferiert. Dazu wurden zwischen zwei Schwämmen, vorher in 
Transferpuffer getränkte, Filterpapiere gelegt. Zwischen die Filterpapiere wurden mittig 
die vorher in Methanol äquilibrierte Membran und das SDS-Trenngel gelegt. Die 
Transferkassette wurde luftblasenfrei zusammengebaut und so in die Blotapparatur 
eingelegt, dass die PVDF-Membran zur Kathode zeigte. Der Transfer erfolgte bei 100 
V für eine halbe Stunde.  
Nach dem Transfer wurde die Membran 2 Stunden lang bei Raumtemperatur in Block-
Lösung (5%iges Magermilchpulver) inkubiert. Das Milchprotein der Block-Lösung 
bindet sich an die PVDF-Membran, um so ein unspezifisches Binden des zur Detektion 
verwendeten primären Antikörpers zu verhindern. Das SDS-Gel wurde zur Kontrolle 
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des Transfers mit Coomassie-Brilliant-Blue R 250-Lösung (Biorad, USA) gefärbt. Als 
Entfärber diente ein Gemisch aus Essigsäure (Merck, Deutschland) und Methanol 
(Roth, Deutschland).  
Die Proteine wurden indirekt über eine Immunodetektion, d.h. nach dem Antigen-
Antikörper-Bindungsprinzip visualisiert. Dabei bindet ein antigenspezifischer Primär-
Antikörper an Epitope auf dem Antigen (aufgetrennte Proteine). Zur Detektion dieser 
Antigen-Antikörper-Reaktion dient ein sekundärer Antikörper, der mit 
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase) markiert ist. Dieser bindet an die Fc-
Region des primären Antikörpers. Die für die Immunodetektion verwendeten Antikörper 
sind in Tabelle 2-2 aufgeführt.  
Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte über Nacht bei 4 °C auf einem 
Schüttler. Am nächsten Tag wurde die Membran 3 x 10 Minuten mit 0,1 % TBST 
gewaschen, um ungebundene Antikörper zu entfernen. Zur Detektion der Antigen-
Antikörper-Bindungen auf der Membran wurde diese für 1 Stunde mit dem sekundären 
Antikörper bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Membran erneut 3 x 
10 Minuten mit 0,1 % TBST gewaschen. 
 
Tabelle 2-2: Antikörper 
 
Antikörper (AK)  Firma Verdünnung Kontrollen 
AIF 
AIF  








1 : 1000 













1 : 500 





p-Akt (Ser 473) 








1 : 500 





p42/44 MAP Kinase (ERK)  








1 : 1000 
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1 : 1000 
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Antikörper (AK)  Firma Verdünnung Kontrollen 
PTEN 
PTEN (138G6) 








1 : 1000 














1 : 1000 
1 : 10000 
 




Da die verwendeten sekundären Antikörper mit HRP gekoppelt waren, diente zur 
Detektion der Bindungen zwischen dem primären und dem sekundären Antikörper das 
Western-LightningTM (Chemiluminescence Reagent Plus Kit, Perkin Elmer, USA). 
Dieses besteht aus einer Luminollösung und einem stabilisierenden Peroxidpuffer. Die 
Chemilumineszenz wurde durch Belichten eines Röntgenfilms (Kodak X-Omat, 
Deutschland) sichtbar gemacht. Alternativ erfolgte die Detektion der Proteine mit dem 
VersaDoc Imaging System (Biorad, USA).  
 
2.6.7 Quantifizierung der Western-Blots 
 
Die densitometrische Analyse wurde mit Hilfe der Software Quantitiy One Version 4.3.0 
(Biorad, USA) durchgeführt. Zur Normierung der geladenen Proteinmengen wurde eine 
Detektion von ß-actin vorgenommen und der Quotient aus der Intensität der 
Proteinbande zu der entsprechenden ß-actin-Bande gebildet. Aus den Einzelwerten 
einer Gruppe wurde der Mittelwert errechnet und dieser in Bezug auf die 




2.7.1 In situ Perfusion der Herzen für Apoptose-Tests 
 
Für die Apoptose-Tests wurden die Herzen ebenfalls nach dem oben beschriebenen in 
situ Protokoll operiert. Allerdings wurde die Reperfusionszeit auf 2 Stunden verlängert, 
da erste apoptotische Vorgänge nach etwa 120 Minuten nachzuweisen sind. 
Nach den 2 Stunden Reperfusion wurden die Herzen schnell entnommen und in kaltes 
VE-H2O gegeben. Dies diente einerseits dem Ausschlagen des restlichen Bluts und 
andererseits dem Abwaschen von überflüssigem, am Herzrand klebenden Blut, da 
dieses sonst als falsch positives Signal in der TUNEL-Färbung erscheinen würde. 
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Danach wurden die Herzen kurz getrocknet und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Herzen bei –80 °C gelagert. 
 
2.7.2 Schneiden der Herzen und Einbetten der Objekte 
 
Die Herzen wurden aus dem –80 °C in das –20 °C Fach des Kryomicrotoms (Leica CM 
1900, Deutschland) überführt und etwa eine Stunde lang temperiert und mit Tissue 
Freezing Medium® (Jung, Deutschland) luftblasenfrei eingebettet, wobei die Enden der 
Ligatur noch zu sehen waren. Dann wurden die Herzen in die Vorrichtung des 
Microtoms eingespannt, in 4 µm dicke Schnitte quer geschnitten und auf Objektträger 
(Marienfeld Laboratory Glassware, Deutschland) gebracht.  
Direkt im Anschluss an das Schneiden erfolgte die Einbettung der Herzschnitte in 
Paraformaldehyd (Sigma, Deutschland). Dazu wurde eine 4 % Paraformaldehyd-
Lösung in PBS (PAA, Deutschland) mit einem pH-Wert von 7,4 hergestellt, in welche 
die Schnitte für 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert wurden. Danach wurden die 
Schnitte für 30 Minuten mit PBS gewaschen und anschließend für 2 Minuten bei 4 °C 
in absolutes Ethanol (Berkel AHK, Deutschland) gelegt. Nach Abdampfen des Alkohols 
wurden die Objektträger bei –20 °C für den späteren Gebrauch eingefroren und 
aufbewahrt.  
 
2.7.3 Durchführung des TUNEL-Tests 
 
Um die Apoptose in den Gefrierschnitten der Rattenherzen nachweisen zu können, 
wurde der Tunel-Test angewendet. Bei diesem Test werden die während der frühen 
Phase der Apoptose entstehenden DNA-Strangbrüche lichtmikroskopisch sichtbar 
gemacht. Die Abkürzung TUNEL steht für “Terminal Desoxyribosyl-Transferase 
mediated dUTP Nick End Labeling”. Bei dieser Technik werden Doppelstrangbrüche in 
der genomischen DNA nachgewiesen, die durch die Aktivität der Nucleasen entstehen. 
Das Enzym TdT hängt an die entstehenden freien Enden markierte dUTP-Nukleotide 
an. Beim verwendeten Kit handelte es sich um das Fluorescein-dUTP (In Situ Cell 
Death Detection Kit, Fluorescein, Roche, Germany). 
Vor der TUNEL-Färbung wurden die Objektträger auf Eis für 2 Minuten in eine 
Permeabilisierungslösung gelegt, damit die Zellmembran permeabilisiert wurde und 
somit die Farbstoffe zum Anfärben der einzelnen Bestandteile der Zellen leichter in die 
Zellen gelangen konnten. Die zum Gebrauch frisch hergestellte 
Permeabilisierungslösung bestand aus 0,1 % Triton X-100 (Applichem, Deutschland) 
und 0,1 % Na3-Citrat (Applichem, Deutschland). Danach wurden die Objektträger 2 mal 
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mit PBS abgewaschen und für eine Stunde in einer feuchten Kammer bei 37 °C unter 
Lichtausschluß mit dem „TUNEL reaction mixture“ inkubiert. Die Negativkontrolle 
wurde nur mit der „Label Solution“, also ohne Zugabe vom Enzym, inkubiert. Nach der 
TUNEL-Färbung wurden die Objektträger wieder 3 mal mit PBS gewaschen und 
danach die Kerne der Zellen mit DAPI (Applichem, Deutschland) gefärbt. Dazu wurden 
die Objektträger mit einer 0,5 µg/ml DAPI-Lösung (in PBS) für 5 Minuten im Dunkeln 
inkubiert. Im Anschluss wurde wiederum dreimal mit PBS gewaschen. Am Ende 
wurden die Präparate auf dem Objektträger mit Mount Fluor (Pro Taqs®, Deutschland) 
eingebettet. Die TUNEL-Färbung wurde mittels eines Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 
X 100, Carl Zeiss, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 450-490 nm angeregt und 
durch den Grünfilter bei 515-565 nm betrachtet. Bei einer Wellenlänge von 365 nm 
erfolgte die Anregung der DAPI-positiven Kerne und durch den Blaufilter bei 445/450 
nm die Emission.  
 
2.7.4 Quantifizierung des TUNEL-Tests 
 
Zu Beginn wurden jeweils zwei Rattenherzen pro Gruppe (Kontrolle oder 
Postkonditionierung) von der Herzspitze im Querschnitt bis zur Ligatur in 4 µm dicke 
Schnitte geschnitten, wobei jeder 50 Schnitt gefärbt und ausgewertet wurde. Nach der 
Feststellung, dass sich weniger TUNEL-positive Kerne im Infarktgebiet der 
postkonditionierten Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren befanden, wurde 
folgendes Auswertungssystem für die Darstellung der Unterschiede in den Herzen 
angewandt: Die Herzen wurden in drei Schnittebenen – „unten, mitte und oben“ – 
unterteilt, wobei zu beachten war, dass bei jedem Herz die gleiche Höhe der 
Schnittebene verwendet wurde. Diese 3 Schnittebenen wurden repräsentativ für jedes 
Herz angesehen. Die Schnittebene „unten“ liegt am nächsten der Herzspitze, die 
Schnittebene „oben“ liegt unterhalb des Knotens, wobei der Knoten der Ligatur nie 
mitgeschnitten wurde. Die Schnittebene „mitte“ liegt zwischen den beiden anderen 
(siehe Abbildung 2-4). Bei jeder Schnittebene wurden drei aufeinander folgende 
Herzschnitte zur Dreifachbestimmung ausgewertet. Es wurde jeweils die TUNEL- und 
die DAPI-Färbung bei einer 10 x Vergrößerung mittels einer Kamera (Spot RT KE 
Slider, Diagnostics Instruments, USA) aufgenommen und im Spot 4.0 Programm 
(Diagnostics Instruments, USA) dargestellt. Mit dem Programm MetaMorph (Molecular 
Devises, USA) wurden die TUNEL- und die DAPI-positiven  Kerne ausgezählt. 
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Ligatur
Abbildung 2-4: Schematische Zeichnung zur Quantifizierung des TUNEL-Tests.  
Abkürzungen: o = Schnittebene oben, m = Schnittebene mitte, u = Schnittebene unten. 
 
2.8 Statistische Auswertung 
 
Die Werte sind als Mittelwerte ± SEM dargestellt. Die Morphometrie, die 
biochemischen Laborwerte und der initial gemessene mittlere Blutdruck wurden mit 
einem ungepaarten Student T-Test, Welch korrigiert, analysiert (Instat, Version 3.05, 
Graphpad Software, USA). Für die Auswertung der Hämodynamik innerhalb einer 
Gruppe wurde die einseitige Varianzanalyse mit Wiederholung und der Tukey Kramer 
post hoc Test verwendet (Instat, Version 3.05, Graphpad Software, USA). Zur 
statistischen Auswertung der Hämodynamik und der Infarktgrößen zwischen den 
einzelnen Gruppen wurden ebenfalls der Tukey Kramer post hoc Test eingesetzt und 
eine einseitige Varianzanalyse ohne Wiederholung durchgeführt. Eine zweiseitige 
Varianzanalyse - kombiniert mit dem Tukey Kramer post hoc Test - wurde für die 
Hämodynamik der Tiere mit Risikokonstellationen verwendet (SAS® Analytics), um die 
Unterschiede der Messungen zu jedem Zeitpunkt miteinander vergleichen zu können. 
Die Infarktflächen aller Gruppen wurden gegen die Risikoflächen aller Gruppen 
geplotted. Die Regressionslinien der Gruppen mit Interventionen wurden mit der 
Regressionslinie der Kontrollgruppe verglichen, was mittels der Analyse der Kovarianz 
mit dem Bonferroni post hoc test für multiple Vergleiche geschah. Ein p-Wert <0,05 
wurde als statistisch signifikant gewertet.  
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2.9 Materialien, Geräte, Chemikalien, Lösungen und Puffer 
 
Tabelle 2-3: Materialien und Geräte 
 
Artikel Hersteller Herstellungsort
Analyse und Aufzeichnung: Chart v5 Power Lab, ADInstruments USA 
Animal Respirator: Advanced TSE Systems Deutschland 
Astrup Gerät, AVL 990-S AVL Medizintechnik GmbH Deutschland 
Blutgaskapillaren Braun Deutschland 
Cliphalter (Biemer, Anlegepinzette) Aesculap Deutschland 
Digitalkamera Coolpix 995 Nikon Japan 
Druckdom MLA 844 Harzbecher Medizintechnik GmbH Deutschland 
Druckwandler MLT 844 (Pressure Transducer 
Power Lab) ADInstruments USA 
Feinpinzetten FST Schweiz 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert X 100 Carl Ceiss Deutschland 
gebogene Klemme Unrep, Martin Deutschland 
Gefäßclips (Biemer-Clip) Aesculap Deutschland 
Gefäßklemme (Herzaufhängung) FST Schweiz 
Gefäßspreizer FST Schweiz 
Gefäßverschlussgarn Ø 0,5 mm Stickerei Noch Deutschland 
Gewebehomogenisator Ultra-Turrax IKA-Werke Deutschland 
Injektionskanülen, Sterican Gr. 20 
(0,40 x 20 mm) Braun Deutschland 
Intubation Silikonstück + PE-Stück Roth Deutschland 
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD Schott Deutschland 
Katheter (Polythene Tubing) Portex England 
Katheterkanülen, Sterican Gr. 17 
(0,5 5x 25 mm) Braun Deutschland 
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Artikel Hersteller Herstellungsort
Kryomicrotoms (Leica CM 1900) Leica Deutschland 
Ligatur – nichtresorbierendes Nahtmaterial Ethibond, Exel Belgien 
Micro-Gefäßschere FST Schweiz 
Mikroskopierpinzette Aesculap Deutschland 
Micro-Zentrifuge Roth Deutschland 
Nadelhalter – gerade Klemme FST Schweiz 
Nadelhalter – große Klemme Durogrip, Aesculap Deutschland 
Objektträger  Marienfeld Laboratory Glassware Deutschland 
Occluder (PE) Fresenius Kabi Deutschland 
Planimetrie: Image Version 1.32j NIH USA 
Planimetrie: TINA v2.09 Isotopenmessgeräte GmbH Deutschland 
Power Lab/8SP ADInstruments USA 
PVDF-Membran, Millipore Roth Deutschland 
Röntgenfim (HyperfilmTM) Kodak X-Omat Deutschland 
Rundpinzetten FST Schweiz 
SAS® Analytics SAS Institute Inc. USA 
Schere groß FST Schweiz 
Schere klein FST Schweiz 
Schwanz- Plethysmographie (NIBP Controller) ADINstruments USA 
Skalpell Aesculap, Braun Deutschland 
Software Quantity One Version 4.3.0 Biorad USA 
Steilpinzetten FST Schweiz 
Stieltupfer Raucotupf Deutschland 
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Artikel Hersteller Herstellungsort
Thermometer MBO Medizintechnik Deutschland 
Thoraxspreizer Aesculap Deutschland 
Tierwaage CS2000 O Haus Corp. USA 
Ultrazentrifuge Beckmann Coulter Deutschland 
Vakuum-Wärmeplatte drygeljr. Modell SE 540 Hoefer Scientific Instruments USA 
VersaDoc Imaging System Biorad USA 
Wärmeplatte  Medite Deutschland 
Wärmetisch Tep Control 2203 TSE Systems Deutschland 
3-Wege-Hahn Disofix, Braun Deutschland 
Western-Laufkammer, Transferkasette Biorad USA 
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Tabelle 2-4: Chemikalien 
 
Artikel Hersteller Herstellungsort
Acrylamid/Bisacrylamid (Protogel) Biorad USA 
APS Sigma-Aldrich Deutschland 
Aqua dest. Braun Deutschland 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Deutschland 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Biorad USA 
Dako Cytomation En Vision + ® System 
Labelled Polymer-HRP Anti-Rabbit Dako Cytomation USA 
DAPI Applichem Deutschland 
DMSO Applichem Deutschland 
DTT Sigma-Aldrich Deutschland 
EDTA Sigma-Aldrich Deutschland 
EGTA Sigma-Aldrich Deutschland 
Elisa-Kit (Glycose, Triglyceride und 
Cholesterol) Roche Diagnostics Deutschland 
Essigsäure Merck Deutschland 
Ethanol Berkel AHK Deutschland 
Formalin Fluka Deutschland 
Glycerol Sigma-Aldrich Deutschland 
ß-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich Deutschland 
Glycin Roth Deutschland 
Heparin-Natrium 25000 IE Ratiopharm Deutschland 
HES (HAES steril 10%) Fresenius Kabi Deutschland 
Magermilchpulver Applichem Deutschland 
Methanol Roth Deutschland 
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Artikel Hersteller Herstellungsort
Mount Fluor Pro Taqs® Deutschland 
Na3-Citrat Applichem Deutschland 
NaCl-Lösung 0,9 % Serumwerk Bernburg Deutschland 
NaF Sigma-Aldrich Deutschland 
Na3VO4 Sigma-Aldrich Deutschland 
Paraformaldehyd Sigma Deutschland 
PBS PAA Deutschland 
Pentobarbitural Merial GmbH Deutschland 
Propidium Jodid Fluka Biochemika Schweiz 
Pro Taqs Mount Fluor Quartet Deutschland 
Protease-Inhibitortablette (Complete Mini) Roche Schweiz 
Proteinbestimmung-Assay Biorad USA 
Rainbow MW- Standard Amersham Deutschland 
Rapamycin Alexis USA 
Ratten-Insulin-Elisa Kit DRG Diagnostics Deutschland 
Roti ®- Liquid Barrier Marker Roth Deutschland 
SDS Roth Deutschland 
TDZD-8 (4-Benzyl-2-methyl-1,2,4-
thiadiazolidine-3,5-dione) Calbiochem Deutschland 
Temed Sigma-Aldrich Deutschland 
Tissue Freezing Medium®  Jung Deutschland 
Trapanal® (Thiopental-Natrium) Altana Pharma Deutschland 
Tris-HCL Roth Deutschland 
Triton-X100 Applichem Deutschland 
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Artikel Hersteller Herstellungsort
TUNEL POD Roche Diagnostics Deutschland 
Tween 20 Sigma-Aldrich Deutschland 
Western-LightningTM Chemilumenescence 
Reagent Plus Perkin Elmer USA 
Wortmannin Fluka Biochemika Schweiz 
ZnCd Sulfid/Microsphären Duke Scientific USA 
 
 
Tabelle 2-5: Lösungen und Puffer 
 
Lösung Puffer 
0,1 % TBST 0,1 % (v/v) Tween20 in TBS 
0,3 % TBST 0,3 % (v/v) Tween20 in TBS 
10 % APS-Lösung 100 mg/ml APS in Aqua dest. 
10x TBS - 150 mM NaCl - 50 mM Tris ; pH 8,0 
3 x Probenpuffer 
- 30 % Glycerin 
- 150 mM Tris; pH 6,8 
- 0,3 M DTT 
- 6 % SDS 
- 0,001 % (w/v) Bromphenolblau 
4,5 % Sammelgel 
- 4,5 % Acrylamid 
- 130 mM Tris/HCl; pH 6,8 
- 0,1 % (w/v9 SDS 
- 0,085 % (v/v) TEMED 
- 0,5 % (w/v) APS 
7,5 % Trenngel 
- 7,5 % Acrylamid 
- 375 mM Tris/HCl; pH 8,8 
- 0,1 % (w/v) SDS 
- 0,085 % (v/v) TEMED 
- 0,5 % (w/v) APS 
50/0/5/2 Puffer 
- 50 mmol Tris-HCl; pH 7,4 
- 5 mmol EDTA 
- 5 mmol EGTA 
- 1 mmol Na3VO4
- 1 mmol ß-Glycerolphosphat 
- 1 mmol NaF 
- Protease-Inhibitor-Tablette 
Block-Lösung für Western-Blot 5 % (w/v) Milchpulver in 0,1 % TBST 
CoomassieBrilliantBlue Gelfärbelösung 1 g/l CoomassieBrilliantBlue R250 
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Lösung Puffer 
Elektrophoresepuffer (10x) 
- 1 M Tris 
- 10 % SDS 
- 2 M Glycin 
Gelentfärbelösung - 7,5 % (v/v) Essigsäure - 5 % (v/v) Methanol 
PBS 
- 0,001 M Dinatriumhydrogenphosphat 
- 0,002 M Kaliumdihydrogenphosphat 
- 0,14 M Natriumchlorid 
- 0,003 M Kaliumchlorid 
Protease-Inhibitor-Tablette 1 Tablette Complete Mini in 10 ml 50/0/5/2 Puffer gelöst 






Im Ergebnisteil werden zunächst die (physiologischen) Ergebnisse der in vitro 
Postkonditionierungsversuche dargestellt (Teil 1). Danach wird das in vivo 
Rattenmodell charakterisiert und die physiologischen sowie die biochemischen 
Ergebnisse zur Signaltransduktion der Postkonditionierung beschrieben (Teil 2). Zuletzt 
folgen die Postkonditionierungsuntersuchungen in Ratten mit den kardiovaskulären 
Risikokonstellationen arterielle Hypertonie mit Herzhypertrophie (SH-Ratten, Teil 3) 
und metabolisches Syndrom (WOKW-Ratten, Teil 4). 
 
3.1 In vitro - Versuche 
 
Seit kurzem ist bekannt, dass kurze repetitive Reperfusions-/Ischämiezyklen direkt 
nach der infarktinduzierten Ischämie im in vivo Hundemodell die Infarktgröße 
verringern. Weiterhin wurde die Postkonditionierung auch in vitro beschrieben. Daher 
wurde versucht, die Postkonditionierung im in vitro Rattenherzen nachzuvollziehen.  
 
3.1.1 Hämodynamik und Morphometrie 
 
Die Postkonditionierung ist definiert als kurzfristige intermittierende Unterbrechungen 
im Blutstrom zu Beginn der Reperfusion. In der Abbildung 3-1-1 ist ein Beispiel eines in 
vitro Rattenherzen gezeigt, das an einer Langendorff-Anlage rektrograd perfundiert 
wurde.  Die Postkonditionierungszyklen sind durch zyklische Blutdruckveränderungen, 
Blutdruckabfall während der globalen Ischämie (= Perfusionsstopp) und Wiederanstieg 
während der Reperfusion gekennzeichnet. 
Die hämodynamischen Parameter nach Equilibrierung sind in allen zehn Gruppen im 
vergleichbaren Wertebereich (Tab. 3-1-1). Verglichen wurden Kontroll- und 
Postkonditionierungsgruppen mit 2 unterschiedlichen Färbungen, nämlich 
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) und Propidiumiodid (PI). In den Gruppen Kontrolle 
(PI), Post 3x30’’ (PI) und Post 6x10’’ (PI)  fanden sich - gegenüber den Kontroll- und 
Postkonditionierungsgruppen mit TTC - zu Protokollbeginn ein signifikant erhöhter 
linksventrikulärer Druck (LVDP) und Koronarfluss (CF). Sonst unterschieden sich alle 
Gruppen - bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe - zu Beginn der experimentellen 
Protokolle nicht.  
Bei den Versuchen mit TTC-Färbung erhöhte sich in der präkonditionierten Gruppe 




Abbildung 3-1-1: Beispiel von Postkonditionierungszyklen mit 3 mal 30 Sekunden Reperfusion 
und Ischämie an der Langendorff-Anlage 
Gezeigt ist der Blutdruck eines in vitro Rattenherzens. Die Pfeile geben das Ende des jeweiligen Zyklus an 
(insgesamt: 3 mal 30 Sekunden R/I). Das Postkonditionierungsprotokoll besteht aus den drei Zyklen. 1. 
Zyklus: 30 Sekunden Reperfusion, gefolgt von 30 Sekunden Ischämie; 2. und 3. Zyklus wie 1. Zyklus 
 
In allen Gruppen sank der CF und der LVDP signifikant in der regionalen Ischämie ab; 
in der Kontroll- und präkonditionierten Gruppe zusätzlich auch die Herzfrequenz nach 
59 Minuten Ischämie. Nach dem Öffnen der Ligatur erholten sich in allen Gruppen der 
CF, die Herzfrequenz und auch der LVDP sofort. Nach weiteren 10 Minuten 
Reperfusion waren sie immer noch deutlich erhöht. Der CF in der PC-Gruppe und in 
der Postkonditionierungsgruppe mit 3x30’’ Zyklen erreichte die Ausgangswerte nach 10 
Minuten Reperfusion. In allen Gruppen sanken nach 120 Minuten Reperfusion 
gleichermaßen der CF- und die LVDP- Werte deutlich ab, aber in keiner Gruppe unter 
die gemessenen Werte der regionalen Ischämie. Die Herzfrequenz zeigte im Laufe des 
Versuchs keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Ausgangswerten der 
einzelnen Gruppen. Eine Verbesserung der Kontraktilität und damit der Hämodynamik 
bei präkonditionierten Rattenherzen im Vergleich zu Kontrolltieren wäre nach 120 
Minuten Reperfusion zu erwarten. Jedoch sank auch hier - trotz Infarktgrößenreduktion 
- der LVDP zum Ende des Versuchs signifikant ab. 
In allen Versuchsgruppen mit Propidiumiodid-Färbung sank der CF und der LVDP in 
der regionalen Ischämie signifikant ab und stieg in der Reperfusion erwartungsgemäß 
wieder an. Der LVDP erholte sich in allen Gruppen in der Reperfusion bis auf den in 
der Postkonditionierungsgruppe mit 6x10 Sekunden Zyklen. Hier sank der LVDP schon 
nach 10 Minuten Reperfusion signifikant, verglichen mit dem Ausgangswert derselben 
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Gruppe ab. Auch der CF war in allen vier Postkonditionierungsgruppen nach 30 
Minuten Reperfusion signifikant geringer, verglichen zu den Ausgangswerten. Sowohl 
der CF als auch der LVDP der postkonditionierten Gruppe mit 3x10 Sekunden Zyklen 
war nach 30 Minuten Reperfusion signifikant geringer als in der Kontrollgruppe zum 
gleichen Messpunkt. Bei den Messungen der Herzfrequenz in den Versuchsgruppen 
gab es zu keiner Zeit signifikante Veränderungen. 
 
Die Körper- und Herzgewichte waren in den Gruppen mit TTC-Färbung vergleichbar 
(Tab. 3-1-2) (p>0,05). Aber in den Versuchsgruppen mit Propidiumiodid-Färbung und 
einer Stunde regionaler Ischämie war die Kontrollgruppe tendenziell im Körper- und 
Herzgewicht schwerer. Die Postkonditionierungsgruppe mit 6x10’’ Sekunden R/I-
Zyklen und die Kontroll- und Postkonditionierungsgruppe (3x30’’ R/I-Zyklen) mit einer 
halben Stunde regionaler Ischämie hatten ein signifikant geringeres Körpergewicht als 
alle anderen Gruppen. Auch das Herzgewicht der Postkonditionierungsgruppe mit 





   Tabelle 3-1-1:  Hämodynamische Parameter der in vitro Versuche 
 
 Gruppe  n Baseline  regionale Ischämie PC
29 min 29 min          59 min 
Reperfusion 
10 min           30 min           120 min 
      
CF [ml/min] 
 
Kontrolle (TTC) 14 9±0,5  4±0,4*** 3±0,3*** 8±0,3** 7±0,4*** 5±0,3***






       
12±0,7** 3±0,4*** 3±0,3*** 9±0,5 8±0,8 6±0,9**
Post 3x30’’ (TTC) 16 9±0,6  4±0,5*** 4±0,5*** 9±0,5 8±0,5** 6±0,6***
Post 6x10’’ (TTC) 9 10±0,5  5±0,4*** 4±0,4*** 8±0,5*** 7±0,4*** 5±0,4***
Kontrolle (PI) 4 14±3  5±0,5*** 4±0,4*** 12±1 9±0,8  
Post 3x30’’ (PI) 4 11±1  4±0,7*** 4±0,3*** 9±1 9±1,2*  
Post 3x10’’ (PI) 5 9±0,7  4±0,2*** 4±0,2*** 6±0,4***§§ 5±0,2***§  
Post 6x10’’ (PI) 5 11±0,9  5±0,7*** 4±0,6*** 9±1** 7±0,7***  
Kontrolle (0,5h Isch.) (PI) 5 9±0,6  4±0,8**  10±0,7 7±0,7  


























 Herzfrequenz [Schläge/min] 
 
Kontrolle (TTC) 14 295±9  281±9   
     
    
    
   
   
   
   
 
 
248±8*** 283±10 295±10 255±13 
PC (TTC) 6 266±9 270±11 246±10 224±16** 249±10 269±8 241±12 
Post 3x30’’ (TTC) 16 302±19  311±24 271±12 299±19 310±11 295±17 
Post 6x10’’ (TTC) 9 296±13  278±11 262±11 278±10 290±5 264±11 
Kontrolle (PI) 4 294±22  281±25 278±21 246±37 269±11  
Post 3x30’’ (PI) 4 289±16  244±28 233±32 234±24 264±23  
Post 3x10’’ (PI) 5 314±18  280±22 255±26 275±17 270±7  
Post 6x10’’ (PI) 5 327±17  312±16 293±20 309±26 290±20  
Kontrolle (0,5h Isch.) (PI) 5 293±11  260±13  277±12 259±15  




















Gruppe  n Baseline  regionale Ischämie PC
29 min 29 min           59 min 
Reperfusion 





















Kontrolle (TTC) 14 139±14  68±4*** 67±4*** 105±4*** 103±7*** 75±4***






107±11 68±6*** 71±9*** 103±6* 104±7* 77±9***
Post 3x30’’ (TTC) 16 123±5  72±3*** 65±2*** 106±5*** 98±4*** 73±4***
Post 6x10’’ (TTC) 9 136±7  74±3*** 69±3*** 99±4*** 87±5*** 68±5***
Kontrolle (PI) 4 147±6  78±3*** 70±1*** 136±10 146±12  
Post 3x30’’ (PI) 4 154±10  77±4*** 74±10*** 134±14 126±8  
Post 3x10’’ (PI) 5 113±8  77±9 63±5* 93±9§ 92±15§  
Post 6x10’’ (PI) 5 129±10  77±6*** 67±6*** 106±4* 108±5*  
Kontrolle (0,5h Isch.) (PI) 5 129±9  83±14*  127±11 114±15  
Post (0,5h Isch.) (PI) 5 120±11  63±4**  119±15 108±8  
CF = Koronarfluss [ml/min]; LVDP = linksventrikulärer Druck [mmHg];  
n = Tieranzahl in jeder Gruppe; Baseline = 9. Minute der Equilibrierung; PC 29min = 29. Minute der ischämischen Präkonditionierung mit 3x5 Minuten 
Reperfusion/Ischämie vor der Infarktischämie; regionale Ischämie 29min und 59min = 29. und 59. Minute in der regionalen Ischämie; Reperfusion 10min, 30min und 
120min = 10. , 30. und 120. Minute in der Reperfusion; 
PC = ischämische Präkonditionierung; Post 3x30 = Postkonditionierung mit 3x30 Sekunden-Zyklen Reperfusion/Ischämie; Post 6x10 = Postkonditionierung mit 6x10 
Sekunden Reperfusions/Ischämiezyklen; Post 3x10 = Postkonditionierung mit 3x10 Sekunden-Zyklen; alle Postkonditionierungsprotokolle wurden direkt nach der 
regionalen Ischämie, also zu Beginn der Reperfusion durchgeführt; 0,5h Isch. = 30 min regionale Ischämie; PI = Infarktgrößenmessung mit Propidiumiodid; TTC = 
Infarktgrößenmessung mit Triphenyltetrazoliumchlorid 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs Baseline innerhalb derselben Gruppe; 
Statistische Unterschiede zwischen den Gruppen: §p<0,05, §§p<0,01 vs. Kontrolle (PI)  





Tabelle 3-1-2:  Körper- und Herzgewichte, Risiko- und Infarktzone sowie Infarktgrößen der in vitro Versuche 
 








Kontrolle (TTC) 14 268±5    1,29±0,06 358973±33953 202138±26215 59±3 
PC (TTC) 6 293±11# 1,36±0,08   
    
    
    
    




Post 3x30’’ (TTC) 16 287±7 1,36±0,03 344957±35605 209051±25678 62±5 
Post 6x10’’ (TTC) 9 286±7 1,13±0,05 359499±24784 146496±21693 40±5 
Kontrolle (PI) 4 327±12 1,40±0,04 558158±50485 384472±47852 69±5 
Post 3x30’’ (PI) 4 300±3 1,28±0,04 363281±105520 226929±67036 61±2 
Post 3x10’’ (PI) 5 280±10 1,21±0,05 431772±40895 243536±30671 58±6 
Post 6x10’’ (PI) 5 266±6§§ 1,02±0,02§§§ 325852±27580§ 192514±32942§ 57±6 
Kontrolle (0,5h Isch.) (PI) 5 257±4§§§ 1,20±0,09 329219±14357§ 190781±21913§ 60±7 
Post 3x30’’ (0,5h Isch.) (PI) 5 248±14§§§ 1,28±0,03 316484±19874§ 190997±11160§ 61±3 
 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.E.M., Erklärung der Gruppenabkürzungen siehe vorherige Tabelle 3-1-1. 
n = Tieranzahl in jeder Gruppe. 
Bei den Körper- und Herzgewichten sowie Risiko- und Infarktzonen der Gruppen, bei denen die Infarktgrößen mit TTC gemessen wurden, waren statistische Unterschiede 
nachweisbar. Bei den Gruppen mit Propidiumiodid zur Infarktgrößenmessung waren die Tiere der Post 6x10’’, Kontrolle (0,5h Isch.) und der Post 3x30’’ (0,5h Isch.) erheblich 
leichter als die Kontrolltiere. Diese Gruppen hatten signifikant kleinere Infarkt- und Risikozonen als die Kontrollgruppe. Die Herzen der Post 6x10’’ waren signifikant leichter 
als die der Kontrollgruppe.      
#p<0,05 versus Kontrolle (TTC) 
§p<0,05, §§p<0,01, §§§p<0,001 vs. Kontrolle (PI) 






Die Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als prozentualer Anteil der 
Nekrosezone an der Risikofläche angegeben.  
 
3.1.2.1 Infarktgrößen mit TTC-Färbung 
 
In der Abbildung 3-1-2 sind das experimentelle Protokoll der Versuchsgruppen mit 
TTC-Färbung und das dazugehörige Infarktgrößendiagramm dargestellt. 
Die Kontrollgruppe (60minütige regionale Ischämie mit anschließender 
Reperfusionsphase von 120 Minuten) zeigte eine Infarktgröße von 59±3 %. Durch die 
klassische Präkonditionierung mit 3 Ischämie-/Reperfusionszyklen von jeweils 5 
Minuten - vor einer infarktinduzierenden 60minütigen Ischämie - konnte die 
Infarktgröße auf 27±5 % reduziert werden. Dies entspricht einer signifikanten 
Reduktion der Infarktgröße um 54 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,01).  Bei 
beiden Postkonditionierungsgruppen (einmal mit 3 Zyklen à 30 Sekunden Reperfusion 
und 60minütiger regionaler Ischämie nach Infarkt und einmal mit 6 Zyklen à 10 
Sekunden Reperfusion und 60minütiger regionaler Ischämie), ergab sich keine 
Protektion der Rattenherzen. Die Postkonditionierungsgruppe mit 3x30 Sekunden-
Zyklen hatte eine Infarktgröße von 62±5 % und die Gruppe mit 6x10 Sekunden Zyklen 
eine von 40±5 %.  
 
3.1.2.2 Infarktgrößen mit Propidiumiodid-Färbung  
 
Das Infarktgrößendiagramm der Versuchsgruppen mit Propidiumiodid-Färbung und 
dessen experimentelles Protokoll sind in der Abbildung 3-1-3 gezeigt. 
Ratten, die einer regionalen Ischämie von 60 Minuten und einer Reperfusion von 30 
Minuten unterzogen wurden (Kontrollgruppe), hatten eine Infarktgröße von 69±5 %. 
Alle Postkonditionierungsprotokolle zeigten keine Verminderung der Infarktgrößen 
(Postkonditionierung mit 3x30 Sekunden 61±2 %; Postkonditionierung mit 3x10 
Sekunden 58±7 % und die Postkonditionierung mit 6x10 Sekunden 57±6 %).  
Auch die Verringerung der regionalen Ischämie von 60 auf 30 Minuten resultierte in 
keiner Infarktgrößenreduktion. Die Kontrollgruppe hatte eine Infarktgröße von 60±7 % 
und die Postkonditionierungsgruppe mit 3x30 Sekunden Reperfusions/ Ischämiezyklen 
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Abbildung 3-1-2:  Die Präkonditionierung (PC) ist im in vitro Rattenherzen protektiv, die 
Postkonditionierung dagegen nicht (TTC Experimente) 
Oben ist das experimentelle Protokoll dargestellt, unten mit offenen Kreisen die Infarktgrößen der 
individuellen Herzen, mit gefüllten Kreisen der Mittelwert der jeweiligen Infarktgrößengruppe. Die 
Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone dargestellt. 
Kontrollherzen, welche eine 60minütige Ischämie erfuhren, hatten eine Infarktgröße von 59±3 %. 
Ischämische Präkonditionierung (PC) durch 3 Zyklen von je 5 Minuten regionaler Ischämie und 5 Minuten 
Reperfusion verminderte die Infarktgröße auf 27±5 %. Weder die Postkonditionierung mit 3x30 Sekunden 
noch die Postkonditionierung mit 6x10 Sekunden Reperfusions-/Ischämiezyklen konnten die Infarktgrößen 
signifikant reduzieren  (62±5 % und 40±5 %). 
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Abbildung 3-1-3: Sowohl nach einer als auch nach einer halben Stunde regionaler Ischämie 
führt die Postkonditionierung mit verschiedenen Protokollen im in vitro 
Rattenherzen nicht zur Infarktgrößenreduktion (PI-Experimente) 
Oben ist das experimentelle Protokoll dargestellt, unten mit offenen Kreisen die Infarktgrößen der 
individuellen Herzen, mit gefüllten Kreisen der Mittelwert der jeweiligen Infarktgrößengruppe. Die 
Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone dargestellt. 
Die Kontrollherzen hatten nach einer Stunde regionalen Ischämie eine Infarktgröße von 69±5 %. Alle 
untersuchten Postkonditionierungsprotokolle erbrachten keine Infarktgrößenreduktion (Post 3x30’’ 61±2 %; 
Post 3x10’’ 58±7 % und Post 6x10’’ 57±6 %). Auch die Infarktgrößen der Kontrolle und 
Postkonditionierung nach einer halben Stunde regionaler Ischämie waren mit 60±7 % (Kontrolle) und 61±3 




3.1.3 Infarktgrößenmessung mit Prodiumjodid im Vergleich zu 
Triphenyltetrazoliumchlorid 
 
In Abbildung 3-1-4 und Tabelle 3-1-2 sind die Infarktgrößen aus den in vitro 
Versuchsreihen der Kontrollgruppen und der postkonditionierten Tieren mit 3x30 
Sekunden- und 6x10 Sekunden-Zyklen, die einerseits mit Triphenyltetrazoliumchlorid 
und andererseits mit Propidiumiodid bestimmt worden sind, gegenübergestellt. Alle 
Gruppen erfuhren eine regionale Ischämie von einer Stunde. 
Die Herzen beider Kontrollgruppen bzw. der postkonditionierten Tiere zeigten zwischen 
beiden Färbeverfahren keine signifikanten Unterschiede in der Infarktgrößenreduktion 
(p>0,05; siehe Abb.: 3-1-4). 
Aufgrund mehrerer Vorteile, wie die bessere Abgrenzbarkeit der Infarktgröße und eine 
kürzere Reperfusionszeit, wurde für die in vivo Versuche Propidiumiodid als 
Färbemittel verwendet.    


































Abbildung 3-1-4: Infarktgrößen Tetrazoliumsalz gegen Propidiumiodid. 
Für die Kontrollherzen, Postkonditionierung mit 3x30 Sekunden R/I-Zyklen und Postkonditionierung mit 
6x10 Sekunden R/I-Zyklen sind die Infarktgrößen beider Färbeverfahren gegenübergestellt. Es ergaben 
sich keine signifikanten Unterschiede (p>0,05). Mittelwerte ± SEM.   
 
Auch die morphometrischen Daten (Tabelle 3-1-2) sind vergleichbar. Wie schon vorher 
erwähnt war die Kontrollgruppe (PI) schwerer, so dass sie im direkten Vergleich mit der 
Kontrollgruppe (TTC) statistisch unterschiedlich war (p<0,05). Die Herzgewichte beider 
Gruppen waren jedoch annähernd gleich. Auch die Risiko- und Infarktflächen der 




3.1.4 Zusammenfassung der in vitro-Versuche: 
 
Die klassisch ischämische Präkonditionierung erwies sich in den in vitro Rattenherzen 
als kardioprotektiv. Sie erzielte eine Infarktgrößenreduktion von 54 %, welche mit den 
Daten der Literatur konform ist. Dagegen konnte die Kardioprotektion durch die 
Postkonditionierung trotz drei verschiedener Postkonditionierungsprotokolle (3x30’’; 
3x10’’ und 6x10’’ R/I) nicht am isoliert perfundierten Rattenherzen nachgewiesen 
werden. Unterschiede in den Infarktgrößen beider Färbungen (TTC und 
Propidiumiodid) waren nicht ersichtlich, so dass im Folgenden der Arbeit nur noch 
Propidiumiodid zur Färbung der Nekrosezone der Infarktgröße angewendet wurde.  
 
3.2 In vivo - Versuche 
 
Es wurde ein in vivo Rattenmodell (Wistar Ratten) entwickelt und charakterisiert. In 
diesem Teil wurden Versuche zur Infarktgrößenreduktion, zur Signaltransduktion und 
anschließend zur Nekrose- / Apoptose-verminderung in vivo durchgeführt. 
 
3.2.1 Hämodynamik und Morphometrie 
 
3.2.1.1 Hämodynamik der Tiere für die Infarktgrößen  
 
Wie in Tabelle 3-2-1 erkennbar zeigten alle vierzehn untersuchten Gruppen nach der 
Equilibrierung vergleichbare Werte für den mittleren arteriellen Blutdruck (MAP), die 
Herzfrequenz (BPM) und das Herzfrequenz-Druck-Produkt (RPP). Es gab keine 
statistischen Unterschiede zu Beginn der Versuche. 
In den ersten drei Gruppen (Kontrolle, PC und Post) sanken der mittlere arterielle 
Blutdruck, die Herzfrequenz und das Herzfrequenz-Druck-Produkt nach 29 Minuten 
regionaler Ischämie ab und stiegen nach 10 Minuten Reperfusion nicht oder bis zu 
etwa 5 mmHG wieder an. Nach 30 Minuten Reperfusion waren die hämodynamischen 
Parameter signifikant unter die Ausgangswerte gesunken. Schon in der regionalen 
Ischämie hatte die Präkonditionierung gegenüber der Kontrolle einen signifikant 
höheren mittleren arteriellen Blutdruck, der sich bis zur 10. Minute der Reperfusion 
hielt, allerdings am Ende des Versuchs wieder auf gleicher Höhe mit den anderen 















Eq PC 29 Reg Isch 29 Rep 10 Rep 30
Abbildung 3-2-1:  Der mittlere arterielle Blutdruck nahm im Verlauf des Versuches ab 
Kontrolle: ausgefüllter Kreis, Präkonditionierung: offener Kreis, Postkonditionierung: ausgefülltes Dreieck. 
MAP: mittlerer arterieller Blutdruck, gemessen in der Arteria axillaris. 
Eq = Baseline; PC 29 = 29. Minute der ischämischen Präkonditionierung mit 3x5 Minuten 
Reperfusion/Ischämie vor der Infarktischämie; Reg Isch 29 = 29. Minute der regionalen Ischämie; Rep 10= 
10. Minute der Reperfusion; Rep 30 = 30. Minute der regionalen Ischämie.  
 
bbildung 3-2-2: Der Herzschlag sank in allen Gruppen während der Versuchzeit  
ltes Dreieck. 




Kontrolle: ausgefüllter Kreis, Präkonditionierung: offener Kreis, Postkonditionierung: ausgefül
BPM: Herzschläge pro Minute, gemessen in der Arteria axillaris. 
Eq = Baseline; PC 29 = 29. Minute der ischämischen
Reperfusion/Ischämie vor der Infarktischämie Reg Isch 29 = 29. Minute der regionalen Ischämie; Rep 10= 















































Eq PC 29 Reg Isch 29 Rep 10 Rep 30
 
Abbildung 3-2-3:  Das Herzschlag-Druck-Produkt als Parameter für die Herzarbeit nahm 
ebenfalls ab 
Kontrolle: ausgefüllter Kreis, Präkonditionierung: offener Kreis, Postkonditionierung: ausgefülltes Dreieck. 
RPP: Herzschlag-Druck-Produkt, gemessen in der Arteria axillaris. 
Eq = Baseline; PC 29 = 29. Minute der ischämischen Präkonditionierung mit 3x5 Minuten 
Reperfusion/Ischämie vor der Infarktischämie; Reg Isch 29 = 29. Minute der regionalen Ischämie; Rep 10= 
10. Minute der Reperfusion; Rep 30 = 30. Minute der regionalen Ischämie.  
 
Bei den Gruppen mit DMSO-Gabe verhielt es sich mit der Hämodynamik vergleichbar 
der oben drei genannten Gruppen (Kontrolle, PC, Post). Eine Minute nach Spritzen des 
DMSO-Bolus stieg der mittlere arterielle Blutdruck aufgrund der Volumenzunahme an, 
nach 15 Minuten sank er wieder auf das Ausgangsniveau zurück.  
In den Wortmannin Gruppen stieg im Gegensatz dazu der mittlere arterielle Blutdruck 
sofort nach der Wortmannin-Gabe um circa 20 mmHg an und war 15 Minuten nach der 
Gabe immer noch signifikant erhöht. Nach 30 Minuten Reperfusion war der Blutdruck 
bei der Kontrolle noch über dem Wert der Baseline. Bei der Postkonditionierung war er 
nicht signifikant unter den Ausgangswert gesunken. Dafür lag der Blutdruck der 
Postkonditionierungsgruppe im Vergleich zur Kontrolle am Ende des Versuchs 
signifikant tiefer. Bei der Herzfrequenz zeigte sich ein anderes Verhalten; diese sank 
schon zur regionalen Ischämie und dann weiter bis zum Ende des Versuchs signifikant 
ab. 
Auch nach der Gabe von Rapamycin stieg der mittlere arterielle Blutdruck kurzfristig 
an, erreichte jedoch wie bei den Gruppen mit DMSO nach 15 Minuten wieder die 
Ausgangswerte der Baseline. Die Herzfrequenz verlangsamte sich  nach 15 Minuten 
signifikant, was sich bis zum Ende der Versuche nicht änderte. Auch das 
Herzfrequenz-Druck-Produkt wurde zum Ende der Versuche signifikant kleiner.  
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In zwei weiteren Gruppen wurde Wortmannin erst zur 25. Minute der regionalen 
Ischämie als Bolus gegeben. Nach der Equilibrierung hatten beide Gruppen einen 
ugegeben. Der mittlere arterielle Blutdruck stieg direkt um 15 mmHg an und 
vergleichbaren Blutdruck und eine vergleichbare Herzfrequenz. In der regionalen 
Ischämie fiel der Blutdruck erwartungsgemäß ab, in der Postkonditionierungsgruppe 
sogar noch signifikant nach 24 Minuten. Die Herzfrequenz veränderte sich hingegen 
nur geringfügig und sank während des gesamten Versuchs stetig ab. Als nach 25 
Minuten regionaler Ischämie jedoch das Wortmannin zugegeben wurde, stieg der 
Blutdruck signifikant um etwa 29 mmHg bis zum Ende der regionalen Ischämie an. In 
der Postkonditionierungsgruppe erreichte der Blutdruck nach 5 Minuten Reperfusion 
sein Maximum und in der Kontrolle hielt er seinen hohen Wert. Nach 30 Minuten 
Reperfusion lag der Blutdruck nur sehr gering (1-2 mmHg) unter den Werten der 
Baseline.  
Der spezifische GSK-3ß-Inhibitor (TDZD-8) wurde in der 25. Minute der regionalen 
Ischämie z
fiel dann nur sehr langsam, so dass er erst nach 30 Minuten Reperfusion wieder den 
Wert vor TDZD-8 Gabe erreichte. Auch die Herzfrequenz hatte direkt nach dem TDZD-
8-Bolus zugenommen. In den Kontrolltieren mit DMSO waren geringere Zunahmen des 
Blutdrucks und des Herzschlags in der 26. Minute der regionalen Ischämie zu 
verzeichnen.   
68 
ERGEBNISSE 
Tabelle 3-2-1: Hämodynamik der phyisiologischen in vivo Versuche (Infarktgrößenbestimmung) 
  Gruppe n Baseline Inhibitor




24min               26min          29min 
Reperfusion 




Kontrolle      
      
      
      
      
     
     
     
      
     
     
    
   
    
10 87±6 72±3*  71±3** 71±3**
PC 8 106±2 102±3 87±4***§  89±3***§§ 80±2***
Post 10 87±6 78±4*  78±4* 77±5*
Kontrolle (DMSO) 3 83±11 88±12 82±11 77±9  69±7 69±2 
PC (DMSO) 3 91±13 97±15 94±12 91±10 
 
89±9  74±15 81±7 
Post (DMSO) 3 81±2 87±3 86±1 85±3  83±3 77±1 
Kontrolle Wortmannin früh 8 88±5 109±3*** 116±4*** 97±5  96±6 92±8 
Post Wortmannin früh 8 74±4 93±4* 109±4*** 82±7  79±5 63±5§§
Kontrolle Rapamycin 7 92±4 100±5 97±4 87±5  86±5 75±3***
Post Rapamycin 7 96±7 102±6 96±6 79±3*  78±3* 81±4 
Kontrolle Wortmannin spät 8 92±3 80±3 96±4 109±5** 109±4** 106±4* 90±5 
Post Wortmannin spät 8 100±3 83±3*** 100±3 112±3** 114±3*** 114±3*** 99±4 
Kontrolle DMSO 8 102±2 74±2*** 86±3*** 80±4*** 80±3*** 80±2*** 61±2***




Kontrolle      
      
       
     
     
    
     
     
     
     
      
      
        
       
10 412±7 393±9**  381±8*** 375±9***
PC 8 416±8 413±8 391±6**  394±6** 382±6***
Post 10 389±19 394±12  377±14 385±12 
Kontrolle (DMSO) 3 412±8 406±5 397±4 390±9*  377±4*** 367±8***
PC (DMSO) 3 404±3 405±6 404±3 395±6 
 
382±10  342±7**§§ 369±14 
Post (DMSO) 3 406±5 393±10 398±5 396±9  400±4§ 390±0,2 
Kontrolle Wortmannin früh 8 391±5 380±7 370±6 346±10***  348±9*** 341±9***
Post Wortmannin früh 8 402±13 390±10 378±8* 363±15***  366±11*** 343±10***
Kontrolle Rapamycin 7 397±12 389±13 374±10* 378±8  375±8* 360±8***
Post Rapamycin 7 410±10 397±9 388±9* 377±12***  374±14*** 360±14***
Kontrolle Wortmannin spät 8 401±10 390±7 385±10 383±10 375±8** 373±9** 354±8***
Post Wortmannin spät 8 405±14 398±10 384±12 377±12 367±7* 349±11*** 333±8***
Kontrolle DMSO 8 390±7 394±8 396±8 395±8 391±6 389±7 378±8*





Gruppe   n Baseline Inhibitor




 24min                 26min                 29min 
Reperfusion 
 5min                  10min                   30min 
 
RPP [Herzschläge/min x mmHg] 
 
Kontrolle      
     
      
      
     
   
    
     
      
     
        
       
   
    
10 35818±2774 28361±1279**  27100±1197** 26546±1306***
PC 8 43106±1218 34272±1901***  35175±1445***§§ 30826±1353***41045±1539
 Post 10 34175±3094  29695±207131071±2259 30019±2513 
Kontrolle (DMSO) 3 34385±5317 35981±5160 32741±4913 30085±3924  25916±2791 25239±1159*





 Post (DMSO) 3 33056±373 34277±312 34414±1049 33599±1849  33330±1350 29805±290 
Kontrolle 
Wortmannin früh 8 34629±2109
 41599±1882* 43114±1777** 33692±2308  33363±2733 30232±3179 
Post Wortmannin 
früh 8 30232±2386 36382±2455
* 41458±1998*** 28828±2163 21615±1724**§29850±2892  
Kontrolle 
Rapamycin 26992±1426
***7 36870±2707  32588±258439279±2772 36450±2410 32996±2314 
29690±1601**  29317±1842** 29300±2241**Post Rapamycin 7 39393±3046 40662±2582 37314±2883 
Kontrolle 
Wortmannin spät 8 36740±1870 31462±1453 37025±2201 41958±2517 40896±1677 39392±2139 31920±2248 
Post Wortmannin 
spät 8 40544±2369 33055±1580
** 38437±1993 42356±1864 41957±1180 39655±940 32991±1472**
Kontrolle DMSO 8 39951±1006 29296±1172**** 34119±1493*** 31697±1768*** 31280±1752*** 31221±1099*** 23310±1157***
Kontrolle TDZD-8 8 38232±3067 28170±1993*** 34366±2397 33050±2414** 30780±1781*** 29892±1644*** 24108±2003***
 
Zeitpunkte der Messungen: Zu Beginn des Versuchs (Baseline), also 10 Minuten nach der Equilibrierung; Inhibitor 1 min und Inhibitor 15 min: 1 oder 15 Minuten nach der Gabe 
des Inhibitors; PC 29min: nachdem die ischämische Präkonditionierung mit 3 x 5 Minuten Ischämie/Reperfusionszyklen vollzogen wurde, wurde in der 29. Minute eine Messung 
durchgeführt, regionale Ischämie 24 min: 24. Minute der regionalen Ischämie, ebenso 26. Minute und 29. Minute; Reperfusion 5 min: 5. Minute der Reperfusion, ebenso 10. Minute 
und 30. Minute.  
PC = ischämische Präkonditionierung; Post  = Postkonditionierung mit 3 x 30 Reperfusions-/Ischämiezyklen; Kontrolle (DMSO) = Kontrolle mit Gabe von DMSO direkt nach der 
Baseline; ebenso PC (DMSO) und Post (DMSO); Kontrolle Wortmannin früh = Wortmannin wurde direkt nach dem Baseline gegeben; ebenso Post Wortmannin früh; Kontrolle 
Rapamycin = Kontrolle, bei der in der 25. Minute der regionalen Ischämie Rapamycin zugegeben wurde; ebenso Post Rapamycin; Kontrolle Wortmannin spät = Kontrolle, bei der in 
der 25. Minute der regionalen Ischämie Wortmannin zugegeben wurde; ebenso Post Wortmannin spät; Kontrolle DMSO = Kontrolle, bei der in der 25. Minute der regionalen 
Ischämie DMSO zugegeben wurde; Kontrolle TDZD-8 = Kontrolle, bei der in der 25. Minute der regionalen Ischämie der Inhibitor TDZD-8 zugegeben wurde. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. Baseline innerhalb derselben Gruppe; §p<0,05; §§p<0,01 vs. der jeweiligen Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt.  
n = Tieranzahl in jeder Gruppe. Mittelwert ± S.E.M. 
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Blutdruckcharakteristika während des RIVA-Verschlusses 
Bei allen Versuchsgruppen zeigte sich nach Verschluss des RIVA eine 
charakteristische Blutdruckveränderung. Diese äußerte sich in einem Blutdruckabfall 
von etwa 10-25 mmHg, wobei es zuerst zu einem deutlichen Abfall kam, der sich 
später wieder ein wenig abschwächte (Abb. 3-2-4).  
 
Nach der RIVA-Wiedereröffnung war ein moderater Blutdruckanstieg von circa 5-10 
mmHg in allen Versuchsgruppen zu verzeichnen. Nach 10 Minuten Reperfusion hatte 
dieser Anstieg meist sein Maximum erreicht und der Blutdruck fiel danach wieder 
kontinuierlich bis zum Ende des Versuchs unter das Ausgangsniveau ab (Abb. 3-2-5).  
 
Die Postkonditionierungszyklen waren durch zyklische Blutdruckveränderungen, 
Blutdruckabfall beim Zuziehen der Ligatur (= Verschluss des RIVAs) und 















Abbildung 3-2-4: Beispiel der charakteristischen Blutdrucksenkung nach RIVA Verschluss 






























Abbildung 3-2-6:  Beispiel von Postkonditionierungszyklen mit 3 mal 30 Sekunden Reperfusion 
und Ischämie 
Gezeigt ist der Blutdruck einer Ratte. Die Pfeile geben das Ende des jeweiligen Zyklus an (insgesamt: 3 
mal 30 Sekunden R/I). Das Postkonditionierungsprotokoll besteht aus drei Zyklen. 1. Zyklus: 30 Sekunden 
Reperfusion, gefolgt von 30 Sekunden Ischämie; 2. und 3. Zyklus wie 1. Zyklus. 
 
 
Die prozentuale Abnahme der hämodynamischen Parameter zwischen Baseline und 
nach 30minütiger Reperfusion, als ein Maß für den Zustand der Herzfunktion nach 
Infarkt, erniedrigte sich in allen Gruppen (Tabelle 3-2-1). Eine signifikante 
Verbesserung der Hämodynamik in der Reperfusionsphase nach regionaler Ischämie 
war in den geschützten Herzen nicht zu beobachten.  
Es ist jedoch zu beachten, dass aufgrund der Propidiumiodid-Färbung der 
Beobachtungszeitraum nur 30 Minuten Reperfusion nach regionaler Ischämie betrug. 
Daher können keine Aussagen getroffen werden hinsichtlich einer möglichen Erholung 




3.2.1.2 Hämodynamik der Tiere, die zu biochemischen und histochemischen 
Versuchen verwendet wurden 
 
Die Gruppen zeigten bis auf die Gruppe Post 15min keine signifikanten Unterschiede in 
den Ausgangswerten von mittlerem arteriellem Blutdruck, Herzfrequenz und 
Herzfrequenz-Blutdruck-Produkt. Auch in diesen Gruppen konnte während des RIVA-
Verschlusses zunächst ein Abfall des Blutdrucks verzeichnet werden, der sich zu 
Beginn der Reperfusion erholte und bis zum Ende der Versuche langsam wieder 
absank. Bei der Gabe von Wortmannin, nach 25 Minuten regionaler Ischämie, konnte 
wiederum ein signifikanter Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks im Vergleich zu 
den Ausgangswerten festgestellt werden. Nach zwei Stunden Reperfusion waren in 
den Postkonditionierungsgruppen keine verbesserten Herzfunktionen anhand der 
hämodynamischen Parameter (mittlerer arterieller Blutdruck, Herzfrequenz und 
Herzfrequenz-Druck-Produkt) zu verzeichnen; sie waren signifikant unter die 




Die Tier- und Herzgewichte wiesen - außer bei einer Gruppe (Kontrolle TDZD-8) - 
keine signifikanten Unterschiede auf. Bei der Gruppe Kontrolle TDZD-8 waren Körper- 




Tabelle 3-2-2:  Mittleres Tier- und Herzgewicht der einzelnen Gruppen 
 
Gruppe n    Körpergewicht [g]      Herzgewicht [g] 
    
Kontrolle 10 282±9 1,18±0,04 
PC 8 284±11 1,11±0,03 
Post  10 284±6 1,19±0,03 
Kontrolle (DMSO) 4 276±12 1,17±0,02 
PC (DMSO) 4 265±22 1,01±0,09 
Post (DMSO) 5 274±13 1,13±0,07 
Kontrolle Wortmannin früh 8 269±9 1,10±0,03 
Post Wortmannin früh 8 282±7 1,17±0,04 
Kontrolle Rapamycin 7 288±10 1,19±0,01 
Post Rapamycin 7 275±9 1,13±0,04 
Kontrolle Wortmannin spät 8 280±13 1,11±0,04 
Post Wortmannin spät 8 275±7 1,15±0,04 
Kontrolle DMSO 8 307±7 1,22±0,03 
Kontrolle TDZD-8 8 288±5§ 1,13±0,02§
 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.E.M. Erklärung der Gruppenabkürzungen siehe Tabelle 3-2-1. 
n= Tieranzahl in jeder Gruppe, §p<0,05 vs. Kontrolle DMSO.  
 
Die Tabelle mit den Infarkt- und Risikozonen sowie den Infarktgrößen befindet sich im 
Anhang (siehe Tabelle AH 2).  
Ebenfalls befinden sich dort die morphometrischen Daten der Wistar-Ratten für die 
biochemischen und histochemischen Versuche (Tabelle AH 3). Da direkt nach der 
Entnahme des Herzens die Biopsien für die Western-Blots entnommen sowie die 






3.2.2.1 Modelletablierung: Postkonditionierung im in vivo Rattenherzen 
 
Nachdem die protektive Wirkung als Infarktgrößenreduktion der Postkonditionierung im 
in vitro Rattenherzen nicht nachgewiesen werden konnte, wurde das in vivo 
Postkonditionierungsprotokoll im Labor entwickelt und auf sein Potenzial zur 
Infarktgrößenreduktion getestet.  
Ratten, die einer sofortigen regionalen Ischämie von 30 Minuten mit anschließender 
Reperfusionsphase von 30 Minuten unterzogen wurden (Kontrollgruppe), zeigten eine 
Infarktgröße von 49±3 % (Abbildung 3-2-7). Klassisch ischämisch präkonditionierte 
Herzen ( 3 Zyklen von jeweils 5 Minuten Ischämie und Reperfusion vor einer 
infarktinduzierenden 30minütigen Ischämie) präsentierten Infarktgrößen von nur  30±5 
%. Das entspricht einer signifikanten Reduktion der Infarktgröße um 39 % im Vergleich 
zur Kontrollgruppe (p<0,01). Diese ist schon lange bekannt und wurde von vielen 
Arbeitsgruppen gezeigt. Die Postkonditionierung wurde mit 3 Zyklen mit jeweils 30 
Sekunden Reperfusion und regionaler Ischämie direkt nach dem Infarkt in Anlehnung 
an die Versuchsprotokolle im in vivo Hundemodell von Zhao et. al. durchgeführt. Durch 
dieses Protokoll konnte die Infarktgröße auf 29±3 % gesenkt werden, was einer 
signifikanten Reduktion der Infarktgröße um 41 % entspricht (p<0,01). Damit ist die 











































Kontrolle klassische PC Post 3x30''  
 
Abbildung 3-2-7: Die Postkonditionierung reduziert die Infarktgröße genauso signifikant wie die 
Präkonditionierung 
Oben ist das Behandlungsprotokoll dargestellt, unten mit offenen Kreisen die Infarktgrößen der 
individuellen Herzen, mit gefüllten Kreisen der Mittelwert der jeweiligen Infarktgrößengruppen.  
Kontrollherzen, welche eine 30minütige Ischämie erfuhren, hatten eine Infarktgröße von 49 %. Die 
klassische ischämische Präkonditionierung mit 3 Zyklen Ischämie/Reperfusion für jeweils 5 Minuten 
reduziert die Infarktgröße um 39 % auf 30 %. Ebenso signifikant wie die Präkonditionierung reduziert die 
Postkonditionierung mit 3x30 Sekunden Reperfusions-/Ischämiezyklen die Infarktgröße um 41 % auf 29 %.  
Alle Herzen erhielten nach 30 Minuten Reperfusion für 15 Minuten Propidiumiodid zur Färbung der 
Infarktzone. Die Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone 
dargestellt. 
*p<0,01 vs. Kontrolle. 
 
Die Abbildung 3-2-8 zeigt, dass sich die Flächen der Risikozonen der drei 
Versuchsgruppen in ihrer Größe nicht unterscheiden. Die Regressionslinien der Prä- 
und der Postkonditionierungsgruppe zeigen kleinere Infarktflächen trotz vergleichbarer 
Risikoflächen im Vergleich zu der Kontrollgruppe auf. Diese Unterschiede der 


















Kontrolle, signifikant verschieden (p<0,05) und zeigen die erfolgreiche Protektion durch 
die klassische Präkonditionierung und Postkonditionierung.  
 
Abbildung 3-2-8: Die Infarktflächen der Prä- und der Postkonditionierungsgruppe waren bei 
gleichen Risikoflächen kleiner als die der Kontrollgruppe (p<0,05) 
Die Flächen der Risikozonen wurden gegen die Flächen der Infarktzonen der Herzen der drei 
Versuchsgruppen (Kontrolle, Präkonditionierung - klassische PC - und Postkonditionierung – Post 3x30’’ -) 
aufgetragen.  
 
3.2.2.2 Auswirkungen des Lösungsvermittlers DMSO auf die Infarktgröße  
 
Um  Inhibitorversuche zur Aufklärung der Signalwege durchführen zu können, musste 
zuerst das Verdünnungsmittel auf seine Eigenschaft hinsichtlich der Infarktgröße 
getestet werden. Da DMSO ein Radikalfänger ist und selbst protektiv wirken kann, 
könnte DMSO die Protektion der Prä- und Postkonditionierung aufheben. Dazu wurde 
den Tieren direkt nach der Baselinemessung 1%iges (v/v) DMSO als Bolusgabe über 
die Vena axillaris gespritzt. Die Abbildung 3-2-9 zeigt, dass DMSO in der verabreichten 
Konzentration keine Auswirkungen auf die Infarktgrößen hat. Kontrollherzen hatten 
nach 30minütiger regionaler Ischämie und 30 Minuten Reperfusion eine Infarktgröße 
von 48±4 %. Wiederum konnte die klassisch ischämische Präkonditionierung (3 Zyklen 
à 5 Minuten Ischämie/Reperfusion) die Infarktgröße signifikant auf 21±3 % (p<0,01 vs. 
Kontrolle) reduzieren. Auch die Postkonditionierung mit 3 Reperfusions-/Ischämie-
zyklen für jeweils 30 Sekunden war protektiv. Die Postkonditionierungsgruppe hatte 



















































Kontrolle klassische PC Post 3x30''
 
Abbildung 3-2-9: Sowohl die Prä- als auch die Postkonditionierung waren trotz der DMSO-Gabe 
protektiv  
Oben ist das Behandlungsprotokoll dargestellt, unten mit offenen Kreisen die Infarktgrößen der 
individuellen Herzen, mit gefüllten Kreisen der Mittelwert der jeweiligen Infarktgrößengruppen.  
Die Kontrollherzen hatten eine Infarktgröße von 48 %, die einerseits durch die klassische 
Präkonditionierung und andererseits durch die Postkonditionierung mit 3x30 Sekunden Reperfusions-/ 
Ischämiezyklen signifikant reduziert werden konnte (klassische PC: 21 %; Post 3x30’’: 33 %).  
DMSO (0,6 mg/kg KG) wurde in jeder Gruppe 15 Minuten vor der regionalen Ischämie i.v. injiziert. 
Alle Herzen erhielten nach 30 Minuten Reperfusion für 15 Minuten Propidiumiodid zur Färbung der 
Infarktzone. Die Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone 
dargestellt.  




3.2.2.3 Signaltransduktion der Postkonditionierung: Untersuchungen mit 
Inhibitoren der Signaltransduktion 
 
Zunächst wurde Wortmannin in Anlehnung an das Protokoll von Mocanu et al. 15 min 
vor der regionalen Ischämie, also direkt nach der Baseline, als Bolusgabe über die 
Vena axillaris in einer Konzentration von 0,6 mg/kg zugegeben. Wortmannin ist ein 
spezifischer Inhibitor der Phosphoinositol- 3-Kinase (PI3-Kinase).  
Der untere Teil der Abbildung 3-2-10 zeigt die Infarktgrößen. Die Postkonditionierung 
mit 3 Reperfusions-/Ischämiezyklen für jeweils 30 Sekunden reduzierte – wie bereits 
unter 3.2.2.1 gezeigt – signifikant die Infarktgröße von 49±3 % auf 29±3 % (p<0,01). 
Wortmannin hat keinen Einfluss auf die Infarktgröße der Kontrollherzen. Die Kontrolle 
Wortmannin-früh- Gruppe hatte eine Infarktgröße von 43±3 % und konnte durch die 
Postkonditionierung signifikant auf 31±5 % reduziert werden (p<0,05 vs. Kontrolle 
Wortmannin-früh). Wortmannin hatte trotz deutlicher hämodynamischer Effekte (siehe 
Tabelle 3-2-1) keinen Einfluss auf die Postkonditionierung. Möglicherweise wird 
Wortmannin metabolisiert oder besitzt ein hohes Verteilungsvolumen. Daher wurde 
eine weitere Versuchsreihe mit Wortmannin durchgeführt, bei der Wortmannin in der 
25. Minute der regionalen Ischämie gegeben wurde (Wortmannin-spät). Der Inhibitor 
wurde als einmalige Bolusgabe dem Tier intravenös gegeben. Wortmannin änderte die 
Infarktgröße der Kontrolle nicht (49±3 %); im Gegensatz dazu war die 
Postkonditionierung völlig aufgehoben, die Infarktgröße betrug 51±2 %. Im Gegensatz 
zu der Wortmannin-früh Gruppe blockierte Rapamycin  (0,25 mg/kg KG) die 
Postkonditionierung, wenn es 15 Minuten vor der regionalen Ischämie gegeben wurde. 
Der Inhibitor hatte keinen Einfluss auf die Infarktgröße in Kontrollherzen, blockierte 
jedoch die Protektion der Postkonditionierung. Die Kontrollherzen hatten eine 
Infarktgröße von 51±4 % und die Postkonditionierung von 54±5 %.  
Es wird postuliert, dass Akt und mTOR unter anderem die Glycogensynthase-3beta 
phosphoryliert und somit die mitochondriale Permeabilitätspore geschlossen bleibt. 
Gibt man den Tieren in der 25. Minute der regionalen Ischämie den spezifischen 
Inhibitor der Glycogensynthase-3beta TDZD-8 in einer Konzentration von 1 mg/kg 
Körpergewicht, so sind diese geschützt. Sie haben im Gegensatz zu Kontrollherzen mit 






































































Abbildung 3-2-10:  Die Postkonditionierung wird durch Wortmannin und Rapamycin blockiert 
Oben ist das Behandlungsprotokoll dargestellt, unten mit offenen Kreisen die Infarktgrößen der 
individuellen Herzen, mit gefüllten Kreisen der Mittelwert der jeweiligen Infarktgrößengruppen. 
Die Postkonditionierung konnte die Infarktgröße von 49 % auf 29 % reduzieren (p<0,01). Die Kontrolle 
Wortmannin-früh hatte eine Infarktgröße von 43±3 % und diese konnte mittels der Postkonditionierung 
trotz Wortmannin auf 31±5 % reduziert werden (p<0,05). Wortmannin hatte nach Zugabe in der 25. Minute 
der regionalen Ischämie einen blockierenden Effekt auf die Postkonditionierung. Die Kontroll- und 
Postkonditionierungsherzen haben nahezu gleiche Infarktgrößen (49±3 %; 51±2 %). Rapamycin hat zwar 
keinen Einfluss auf die Kontrollherzen (51±4 %), jedoch auf die Postkonditionierung. Die Protektion dieser 
ist mit einer Infarktgröße von 54±5 vollständig blockiert. Wortmannin früh: Zugabe des Inhibitors 15 
Minuten vor der regionalen Ischämie; Wortmannin spät: Zugabe in der 25. Minute der regionalen Ischämie; 
Rapamycin: Zugabe des Inhibitors 15 Minuten vor der regionalen Ischämie.  
Alle Herzen erhielten nach 30 Minuten Reperfusion für 15 Minuten Propidiumiodid zur Färbung der 
Infarktzone. Die Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone 
dargestellt.  





















































Abbildung 3-2-11: Der Inhibitor TDZD-8 wirkt sich protektiv auf die Infarktgröße nach regionaler 
Ischämie aus 
Kontrollherzen mit der Bolusgabe DMSO (1 mg/kg KG) in der 25. Minute der regionalen Ischämie haben 
eine Infarktgröße von 47±2 %. Dagegen hat die Gabe von TDZD-8 (ebenfalls 1 mg/kg KG und 5 Minuten 
vor Reperfusionsbeginn) einen positiven Einfluss auf die Infarktgröße in Kontrollherzen. Die Infarktgröße 
verringert sich signifikant auf 31±2 % (p<0,0001).  
Alle Herzen erhielten nach 30 Minuten Reperfusion für 15 Minuten Propidiumiodid zur Färbung der 
Infarktzone. Die Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone 
dargestellt. 










































3.2.3 Biochemische Versuche mittels Western-Blot-Analyse zur 
Signaltransduktion der Postkonditionierung  
 
Es wird postuliert, dass das Postkonditionierungssignal zwei Kinasekaskaden aktiviert: 
Zum einen den  PI3-Kinase-Akt-Weg, zum anderen den MEK1/2-ERK1/2-Weg (siehe 
Abb. 1-1 und 1-3). 
In der Abbildung 3-2-12 sind die experimentellen Protokolle der Herzen für die 
Biochemie dargestellt. Alle Gruppen erfuhren eine regionale Ischämie von 30 Minuten, 
gefolgt von einer Reperfusion. Die Postkonditionierung wurde mit 3 Zyklen Reperfusion 
und Ischämie für jeweils 30 Sekunden durchgeführt. Die Reperfusionszeiten bis zur 
Biopsieentnahme waren unterschiedlich lang. Die Biopsien für die Western-Blots 
wurden nach 1,5, 5 oder 15 Minuten Reperfusion aus dem Infarktareal entnommen und 
für die Western-Blots aufgearbeitet. In zwei weiteren Gruppen wurden den Tieren als 




















Abbildung 3-2-12:  Dargestellt sind die experimentellen Protokolle für die Western-Blot Analysen 
Sowohl die Kontroll- als auch die Postkonditionierungsgruppe erfuhren eine 30minütige regionale 
Ischämie, gefolgt von einer Reperfusion. Die Pfeile zeigen die Entnahme der Biopsien nach anderthalb, 5 
und 15 Minuten Reperfusion aus den Infarktarealen der Herzen an. In zwei weiteren Gruppen wurde in der 
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ERGEBNISSE 
Phosphorylierung von Akt nach Postkonditionierung 
Da die in vivo Infarktgrößenexperimente gezeigt haben, dass die PI3-Kinase in den 
Signalweg der Postkonditionierung involviert ist, wurden im Folgenden biochemische 
Untersuchungen zur Phosphorylierung und Aktivierung von Akt zu verschiedenen 
Zeitpunkten durchgeführt. Dazu wurden nach bestimmten Reperfusionszeiten Biopsien 
aus dem Infarktareal des Rattenherzen entnommen und im Western-Blot aufgearbeitet.  
Die Abbildung 3-2-13 zeigt die exemplarischen Western-Blots nach 1,5, 5 und 15 
Minuten Reperfusion und die dazugehörige densitometrische Analyse der Western-
Blots. Nach 1,5 Minuten (oben links in der Abbildung) zeigten die Herzen mit 
Postkonditionierung eine um das 1,66fache erhöhte Phosphorylierung von Akt. Dies ist 
jedoch aufgrund des großen Standardfehlers des Mittelwertes nicht signifikant. Bei den 
Tieren mit 5 Minuten Reperfusion (oben rechts der Abbildung) hatten die Kontrolltiere 
in der densitometrischen Analyse etwa die doppelte Menge von Phospho-Akt im 
Vergleich zu den Tieren mit Postkonditionierung. Nach 15 Minuten Reperfusion (unten 
in der Abbildung) zeigten die Tiere mit Postkonditionierung nur noch ein Drittel an 
Phosphorylierung von Akt gegenüber den Kontrollen.  
Zu keiner untersuchten Reperfusionszeit ist eine eindeutige Zunahme der 
Phosphorylierung von Akt in den Biopsien der Infarktareale nachzuweisen. Eine 
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Abbildung 3-2-13:  Zu keiner Reperfu
von Akt nach Post
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Wie bereits gezeigt wurde, ist nach 5 Minuten Reperfusion kein Anstieg der 
Phosphorylierung von Akt in den postkonditionierten Tieren nachweisbar.  
Die PTEN-Phosphatase hat die Möglichkeit, die phosphorylierte Phosphoinositol-3-
Kinase (das Phosphatidylinositol 3,4,5,-trisphosphat (PI-3,4,5-P3)) zu 
dephosphorylieren (siehe Abb. 1-3). Die Inaktivierung von PTEN aktiviert den 
PKB/AKT-Signalweg. Nach 5 Minuten Reperfusion ist die Immunoreaktivität von PTEN 
in allen Tieren der beiden Gruppen vergleichbar, die Herzen mit Postkonditionierung 
haben nur eine geringfügig geringere Menge an PTEN (siehe Abbildung 3-2-14).  
 
 
5 Minuten Reperfusion: 
Ko     Ko    Post   Post 
 
Abbildung 3-2-14:  Exemplarische Western-Blots von PTEN nach 5 Minuten Reperfusion 
Die obere Bande zeigt das PTEN und die untere Bande das dazugehörige ß-actin. Aufgetragen wurde in 
den zwei linken Spuren Herzzytosol von Kontrolltieren und in den zwei rechten Spuren von 
Postkonditionierungstieren. In allen Tieren beider Gruppen ist die Menge an PTEN gleich.  
n = 5 Tiere pro Gruppe. 
 
Phosphorylierung von GSK-3ß nach Postkonditionierung 
Die Aktivierung von PI3-Kinase und nachfolgend Akt führt zur Phosphorylierung von 
weiteren Substraten, darunter auch der GSK-3ß. Die Phosphorylierung von GSK-3ß 
führt zur Inhibition des Enzyms. Dadurch kann GSK-3ß nicht mehr an die 
mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore binden. Infolgedessen wird die Pore 
inhibiert, die Apoptose vermindert und letztlich die Infarktgröße reduziert.  
In der Abbildung 3-2-15 zeigen die exemplarischen Blots, dass die Postkonditionierung 
die GSK-3ß phosphoryliert. Die Menge an gesamt-GSK-3ß war hingegen in den 
Gruppen vergleichbar. Anhand der densitometrischen Analyse in der Abbildung 3-2-15 
lässt sich erkennen, dass die Postkonditionierung zu einer signifikanten 2,3fachen 
Zunahme der Phosphorylierung von GSK-3ß gegenüber den Kontrolltieren führt 
(p<0,01 vs. Kontrolle).  
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5 Minuten Reperfusion: 






Abbildung 3-2-15: Nach 5 Minuten Reperfusion ist G
signifikant stärker phosphoryliert 
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Somit kann festgehalten werden, dass die Infarktgrößenversuche mit den Ergebnissen 
der Phosphorylierung der GSK-3ß korrelieren.  
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Abbildung 3-2-16:  Wortmannin blockiert die 
Postkonditionierung 
Im oberen Teil der Abbildung sind exemplarische Western-Blo
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Phospho-ERK spielt eine Rolle in der Postkonditionierung  
In der Abbildung 3-2-17 ist dargestellt, dass die postkonditionierten Tiere im Gegensatz 
zu Akt und PTEN nach 5 Minuten Reperfusion mehr  phosphoryliertes ERK1/2 im 
Western-Blot zeigten. Dagegen hatten die Kontrolltiere mehr an gesamt-ERK1/2. Die 
densitometrische Analyse ergab, dass die postkonditionierten Tiere um mehr als die 
fünffache Menge im Verhältnis von phospho-ERK zu gesamt-ERK im Vergleich zu den 
Kontrolltieren in ihrem Infarktareal hatten. Somit ist auch der zweite postulierte 
Signaltransduktionsweg der Postkonditionierung erfolgreich nachgewiesen worden.  
 
5 Minuten Reperfusion: 
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bbildung 3-2-17:  Nach der Postkonditionierung ist 
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3.2.4 Histochemischer Versuch: TUNEL-Test 
 
Zur Klärung der Frage, ob die Postkonditionierung die Apoptose beeinflusst oder nur 
die Nekrose vermindert, wurde zunächst ein TUNEL-Test durchgeführt. Bei diesem 
Test handelt es sich nicht um einen eindeutigen Apoptosetest, denn auch bei der 
Nekrose kann und wird die DNA in Stücke geschnitten, bei denen dann die dUTP-
Nukleotide angesetzt werden und als positiv geschnittene DNA unter dem 
Fluoreszenzmikroskop aufleuchten. Auf diesen Punkt wird in der Diskussion noch 
genauer eingegangen.  
Für den TUNEL-Test wird eine längere Reperfusionszeit als 30 Minuten benötigt, da 
nach dieser Zeit spät-apoptotische Ereignisse noch nicht nachweisbar sind. Somit 
wurde die Reperfusionszeit auf  2 Stunden verlängert, die regionale Ischämie hingegen 



















Abbildung 3-2-18:  Experimentelles Protokoll für Apoptose-Tests 
Sowohl die Kontroll- als auch die Postkonditionierungsgruppe erfuhren eine 30minütige regionale 
Ischämie, gefolgt von einer 2stündigen Reperfusion. Die Pfeile geben den Zeitpunkt für die Entnahme der 
Herzen (TUNEL-Test) sowie für die Entnahme der Biopsien aus dem Infarktareal an (Western-Blot).  
 
In der Abbildung 3-2-19 ist zur Veranschaulichung ein Querschnitt mit dem 
Infarktgebiet eines Herzens (30 Minuten regionale Ischämie durch Ligatur des RIVAs) 
dargestellt. Links oben (a) ist das aus Einzelbildern konstruierte Foto der TUNEL- und 
auf der rechten Seite (b) das dazugehörige aus Einzelbildern konstruierte Foto der 
DAPI-Färbung dargestellt. Die Ausschnitte 3-2-19 c bis f zeigen einen repräsentativen 
Ausschnitt aus dem Infarktgebiet, wobei für die automatische Auszählung der positiven 
Kerne die Einzelbilder der DAPI- (c) bzw. TUNEL-Färbung (f) verwendet wurden.   
 
 















Abbildung 3-2-19:  TUNEL- und DAPI-Färbung eines Rattenherzens 
Oben ist jeweils die aus Einzelbildern konstruierte Aufnahme eines Querschnitts von einem Herzschnitt 
dargestellt. a: DAPI-Färbung, b: TUNEL-Färbung.  
c: Ausschnitt aus dem Infarktgebiet mit DAPI gefärbt (Ausschnitt aus a); d: TUNEL- und DAPI-Ausschnitte 
übereinandergelegt (Merge); e: Ausschnitt aus dem Infarktgebiet mit TUNEL gefärbt (Ausschnitt aus b); f: 
Vergrößerung aus dem Bild d; grüner Pfeil: TUNEL-positiver Kern, roter Pfeil: TUNEL-negativer Kern.  
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Die Auswertung der Herzen ist in der Abbildung 3-2-20 zu sehen. Wenn alle drei 
Schnittebenen („oben“, „mitte“ und „unten“) addiert werden, liegen im Infarktgebiet der 
postkonditionierten Herzen signifikant weniger TUNEL-positive-Kerne als in dem der 
Kontrolltiere vor (linke Seite der Abbildung, ***p<0,001). Auf der rechten Seite der 
Abbildung 3-2-20 sind die einzelnen Schnittebenen analysiert. Die Schnittebene „oben“ 
(unterhalb des Ligaturknotens) zeigt keinen Unterschied zwischen der Kontrolle und 
der Postkonditionierung. Dies könnte mechanische Ursachen haben, da der Faden und 
der Plastikschlauch der Ligatur häufiger im laufenden Versuch bewegt wurden. In der 
mittleren untersuchten Schnittebene („mitte“) zeigte sich die größte Differenz der 
TUNEL-positiven-Kerne der beiden Gruppen. Die Kontrolle hatte fast die doppelte 
Anzahl an defekten Kernen im Vergleich zur Postkonditionierung (***p<0,001). Auch in 
der Schnittebene „unten“, im Bereich zur Herzspitze hin,  waren in den 








Abbildung 3-2-20:  Die Postkonditionierung vermindert im TUNEL-Test signifikant die Anzahl 
TUNEL-positiver-Kerne gegenüber der Kontrolle 
Oben: Schematische Zeichnung zur Quantifizierung des TUNEL-Tests (siehe Abb. 2-4). Abkürzungen: o = 
Schnittebene oben, m = Schnittebene mitte, u = Schnittebene unten. 
Unten: Linke Seite der Abbildung: Alle drei Schnittebenen unten, mitte und oben wurden zusammen 
addiert. Die Kontrolle hat 53 % TUNEL-positive-Kerne und die Postkonditionierung reduzierte diese 
signifikant auf  35 % (***p<0,001 vs. Kontrolle). Auf der rechten Seite der Abbildung sind die einzelnen 
Schnittebenen dargestellt. Oben (nahe dem Knoten der Ligatur): Keine Unterschiede zwischen Kontrolle 
und Postkonditionierung. Mitte: Die Kontrolle hat fast das doppelte an TUNEL-positiven-Kernen im 
Gegensatz zur Postkonditionierung (***p<0,001). Unten: Die Postkonditionierung zeigte signifikant weniger 
tote Kerne im Gegensatz zur Kontrolle (*p<0,05). n = 4 Tiere pro Gruppe. 

































Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass der TUNEL-Test und die Planimetrie der 
.2.5 Nachweis von AIF (Apoptosis-Inducing-Factor) im Western-Blot 
ach Durchführung des TUNEL-Tests blieb die Frage weiterhin offen, ob die 
trolle und Postkonditionierung, untersucht. 
en ersten beiden Spuren sowohl ein Kontroll- und ein 
Infarktgrößen der in vivo Versuche miteinander korrelieren: Die Kontrolle hat bei den in 
vivo Versuchen eine Infarktgröße von 49 % und bei dem TUNEL-Test 53 % TUNEL-
positive-Kerne ergeben. Durch die Postkonditionierung konnte eine 
Infarktgrößenreduktion auf 29 % erreicht werden, was ebenso zu einer Reduktion der 





Postkonditionierung auf die Apoptose hemmend wirkt oder sie nur die Nekrose 
vermindert. Zur Klärung dieser Frage wurde ein Test mit dem AIF (Apoptosis-Inducing-
Factor)-Antikörper durchgeführt. Während der Apoptose wird die äußere 
Mitochondrienmembran (OMM) permeabel und neben Cytochrom C wird auch das 
Protein AIF freigesetzt.   Das Protein AIF transloziert zum Zytosol und zum Kern, wo es 
dann die Chromatin-Kondensation initiiert.  
Dazu wurden wiederum zwei Gruppen, Kon
Die Reperfusionszeit betrug, wie beim TUNEL-Test, 2 Stunden (siehe Abbildung 3-2-
18). Schon an den exemplarischen Western-Blots (Abbildung 3-2-21) lässt sich 
erkennen, dass die Kontrollen mehr AIF im Zytosol gegenüber den 
Postkonditionierungen trotz gleicher Proteinladung (ß-actin) besaßen. Die 
densitometrische Analyse der Western-Blots zeigte (Abbildung 3-2-21), dass die 
Postkonditionierung signifikant weniger AIF in ihren Zytosolproben aus dem 
Infarktareal hatte (*p<0,05). Die Postkonditionierung hatte nur etwa 54 % an AIF im 
Vergleich zur  Kontrolle (100 %). Die Abbildung 3-2-22 zeigt exemplarische Western-
Blots der Membranbestandteile der Kontroll- und Postkonditionierungstiere. 
Tendenziell war mehr AIF in der Membran von postkonditionierten Tieren – als in der 
der Kontrolltieren – vorhanden.  
In der Abbildung 3-2-21 sind in d
Postkonditionierungstier nach 1,5 Minuten Reperfusion aufgetragen. Nach dieser 
kurzen Reperfusionszeit war kaum AIF im Zytosol dieser Proben nachzuweisen. Das 
bedeutet, dass nicht durch die Aufbearbeitung der Proben für den Western-Blot, 
sondern nur durch die Apoptose defekte Mitochondrien detektiert wurden. Nach 1,5 
Minuten Reperfusion befand sich das AIF in den Mitochondrien (Membran) der 
Versuchstiere (siehe Abbildung 3-2-22).    
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Daraus kann gefolgert werden, dass die Postkonditionierung nicht nur auf die Nekrose, 
sondern auch auf die Apoptose wirkt. Dies lässt sich jedoch anhand der Western-Blots 
nur qualitativ zeigen, nicht quantitativ.  
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Abbildung 3-2-21: AIF als Marker der Apoptose wird durch die Postkonditionieru
Im oberen Teil der Abbildung sind exemplarische Western-Blots nach 2 Stunden Repe
Die obere Bande zeigt das AIF und die untere Bande das dazugehörige ß-actin der Pro
wurden in den zwei linken Spuren Zytosol von einem Kontroll- und einem Postkonditio
1,5 Minuten Reperfusion. Die zwei Spuren in der Mitte zeigen das Zytosol der Kontroll
rechten Spuren das Zytosol der Postkonditionierungstiere nach 2 Stunden Reperfusion
Gruppe. 
Die densitometrische Analyse der Western-Blots befindet sich darunter. Im Vergleich zur
die postkonditionierten Tiere nur 54 % an AIF im Zytosol nach 2 Stunden Reperfusion. D
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Abbildung 3-2-22: Das AIF befindet sich tendenziell vermehrt nach 2 Stunden Reperfusion in 
der Membran postkonditionierter Tiere 
Im oberen Teil der Abbildung sind exemplarische Western-Blots nach 2 Stunden Reperfusion aufgeführt. 
Die obere Bande zeigt das AIF und die untere Bande das dazugehörige Prohibitin der Proben. 
Aufgetragen wurden in den zwei linken Spuren die Membran von einem Kontroll- und einem 
Postkonditionierungstier nach 1,5 Minuten Reperfusion. Die zwei Spuren in der Mitte zeigen die Membran 
der Kontrolltiere und die zwei rechten Spuren die Membran der Postkonditionierungstiere nach 2 Stunden 
Reperfusion. n = 5 Tiere pro Gruppe. 
Die densitometrische Analyse befindet sich darunter. Nach 2 Stunden Reperfusion hatten die 




























3.2.6 Zusammenfassung der in vivo-Versuche 
 
Im in vivo Rattenherzen konnte die Kardioprotektion mittels des 
Postkonditionierungsprotokolls mit 3 Reperfusions-/Ischämiezyklen für jeweils 30 
Sekunden erfolgreich nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten sowohl der 
Phosphoinositol-3-Kinase-Akt- als auch der MEK1/2-ERK1/2- Signalweg  mittels 
Infarktgrößenbestimmung und Western-Blots als Signaltransduktionswege der 
Postkonditionierung gezeigt werden. Die Signaltransduktionskaskade der 
Postkonditionierung involviert auch die GSK-3ß und könnte somit zur Schließung der 






Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass die Postkonditionierung im in vivo 
Rattenherzen protektiv wirkt. Ein häufig auftretender Risikofaktor für den Herzinfarkt ist 
der Bluthochdruck. Zur Beantwortung der Frage, ob eine Kardioprotektion bei der 
Risikokonstellation arterieller Hypertonie mit Herzhyperthrophie mittels 
Postkonditionierung möglich ist, wurde die spontan hypertensive Ratte (SH-Ratte) 
verwendet. 
Zur Charakterisierung der Ratten: Die SH-Ratte hat ab der 7. Lebenswoche einen 
signifikant erhöhten Bluthochdruck und ab der 15. Lebenswoche ein erhöhtes Herz-
Körpergewichtsverhältnis. Als Kontrolltiere wurden die WKY (Wistar Kyoto)-Ratten 
verwendet, die mit der SH-Ratte den gleichen Ursprung haben.    
Die SHR- und die WKY-Ratten waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen zwischen 10 
und 13 Wochen alt.  
 
3.3.1 Hämodynamik und Morphometrie 
 
3.3.1.1 Hämodynamik der Infarktgrößenversuche der SH-Ratten 
 
Im Vergleich zu den WKY-Ratten war der mittlere arterielle Blutdruck der SH-Ratten 
direkt nach dem Legen des Katheters in die linke Arteria axillaris um 60 % höher  
(p<0,0001, Tabelle 3-3-1). In einer Gruppe wurde der Blutdruck direkt nach der 
Tracheotomie mittels Schwanz-Plethysmographie bestimmt, bevor weitere invasive 
Prozeduren vorgenommen wurden. Er war vergleichbar mit dem initial invasiv 
gemessenen Blutdruck (p<0,0001, Tabelle 3-3-1). Dies bestätigt, dass die 




Tabelle 3-3-1: Die SH-Ratten sind hypertensiv 
 
Der invasive mittlere arterielle Blutdruck [mmHg] wurde direkt nach dem Legen des Katheters in die 
Arteria axillaris gemessen. Der nicht-invasive mittlere arterielle Blutdruck [mmHg] wurde mittels 
Plethysmographie am Schwanz, direkt nach der Tracheotomie, aufgezeichnet. ****p<0,0001 vs. WKY-
Ratten. Mittelwert ± S.E.M. 
 
In den neun Versuchsgruppen wurden die hämodynamischen Variablen Herzschlag, 
mittlerer arterieller Blutdruck und das Herzfrequenz-Druck-Produkt zu folgenden 
Zeitpunkten aufgezeichnet: Direkt nach Legen des arteriellen Katheters (post Kath in 
Tabelle 3-3-2), zur Baseline, in der 29. Minute der regionalen Ischämie und in der 10. 
und 30. Minute der Reperfusion.  
Direkt nach dem Legen des arteriellen Katheters (zu Beginn der Aufzeichnung der 
Hämodynamik) war der mittlere arterielle Blutdruck bei den SH-Ratten gegenüber den 
WKY-Ratten signifikant erhöht (p<0,0001). Zum Zeitpunkt Baseline waren in beiden 
Gruppen sowohl die Herzfrequenz als auch das Herzfrequenz-Druck-Produkt 
vergleichbar. Während des Versuchs fiel der mittlere arterielle Blutdruck in allen SHR-, 
nicht jedoch in den WKY-Gruppen ab. Vergleiche in der Hämodynamik zwischen den 
Gruppen zur regionalen Ischämie und Reperfusion ergaben keine statistischen 
Unterschiede (siehe Tabelle im Anhang AH 4). 
 
 WKY-Ratten SH-Ratten 
   
invasiv gemessener mittlerer 
arterieller Blutdruck [mmHg] 87±3 (n=23) 139±4
**** (n=33) 
   
nicht-invasiv gemessener 
mittlerer arterieller Blutdruck 
[mmHg] 
113±3 (n=8) 176±6**** (n=12) 
3.3.1.2 Hämodynamik der SHR-Tiere, die zu biochemischen Versuchen eingesetzt 
wurden 
 
Für die biochemischen Versuche wurden 4 Gruppen untersucht. Gemessen wurden: 
Die  Herzfrequenz, der mittlere arterielle Blutdruck und das Herzfrequenz-Druck-
Produkt zu den folgenden Zeitpunkten: Zur Baseline, in der 29. Minute der regionalen 
Ischämie und nach der ersten Minute Reperfusion (nachdem die Postkonditionierung – 
3 Minuten lang - vollzogen wurde und in den Kontrollen dann entsprechend nach 4 
Minuten Reperfusion).  
Im Verlauf des Versuchs nahm in allen Gruppen der mittlere Blutdruck während der 
regionalen Ischämie ab, bei den postkonditionierten SH-Ratten sogar signifikant. In der 
ersten Minute stieg er wieder um bis zu 4 mmHg an, nicht jedoch in der 
postkonditionierten WKY-Gruppe. Das gleiche galt auch für die Herzfrequenz und das 
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Herzfrequenz-Druck-Produkt, aber bei beiden postkonditionierten Gruppen (WKY- und 
SH-Ratten) sanken diese weiter zu Beginn der Reperfusion. 
Vergleiche in der Hämodynamik zwischen den Gruppen zur regionalen Ischämie und 
zu Beginn der Reperfusion ergaben keine statistischen Unterschiede, außer, dass die 
SHR Postkonditionierungsgruppe während der regionalen Ischämie eine signifikant 
erhöhte Herzfrequenz gegenüber der SHR-Kontrollgruppe aufwies (p<0,01 vs. SHR-




Das Körper- und Herzgewicht der SH- und der WKY- Ratten wurde im Alter von 10-13 
Wochen bestimmt. In diesem Alter war das Körpergewicht der Ratten vergleichbar. 
Einen sehr deutlichen Unterschied wies aber das Herzgewicht der hypertensiven 
Ratten auf, das mit 30 % über dem der WKY-Ratten lag, was ein Hinweis für eine 
ausgeprägte Hypertrophie des Herzens ist. Diese Vermutung wurde durch das 
ebenfalls deutlich verschobene Verhältnis von  Herz- zu Körpergewicht unterstützt, das 
bei den SH-Ratten höher (28 %) als in den WKY-Tieren (Abb. 3-3-1 bis 3-3-3) war. 
 
 


















































Abbildung 3-3-2:  Die Herzen der SH-Ratten waren signifikant schwerer als die der WKY-Herzen 
(30% relativer Anstieg im Herzgewicht; ****p<0,0001) 
Abbildung 3-3-3: Das Herz-/Körpergewichts-Verhältnis war in SH-Ratten nach 10–13 Wochen 
signifikant angestiegen (****p<0,0001) 
 
 
Die morphometrischen Einzeldaten der WKY- und SH-Ratten für die biochemischen 
Versuche befinden sich im Anhang (s. Tabelle AH 3 im Anhang). Es wurden nur die 
Körpergewichte bestimmt und keine Herzgewichte gemessen, da direkt nach 5 Minuten 



























3.3.2 Infarktgrößen  
 
In der Abb. 3-3-4 sind sowohl das experimentelle Protokoll für die regionale 
Ischämiedauer von 30 Minuten als auch das dazugehörige Infarktgrößendiagramm 
dargestellt. 
Die Kontrollherzen der WKY-Ratten wiesen eine Infarktgröße von 50±2 % nach 30 
Minuten regionaler Ischämie auf, gefolgt von 30 Minuten Reperfusion. Die 
Postkonditionierung mit drei Zyklen Reperfusion/Ischämie für jeweils 30 Sekunden, 
beginnend direkt nach der infarktinduzierenden Ischämie, reduzierte die Infarktgröße 
der WKY-Ratten signifikant um 30 % auf 35±3 % (p<0,05 vs. Kontrolle). Die Herzen der 
SH-Ratten hatten eine Infarktgröße von 45±5 %, welche vergleichbar ist mit der 
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Infarktgröße der Kontrollherzen der WKY-Ratten (50±2 %). Im Gegensatz zu den 
WKY-Ratten war in den SH-Ratten die Infarktgrößenreduzierung durch die 
Postkonditionierung (3 Zyklen à 30 Sekunden I/R) nicht möglich. Die Infarktgröße 
betrug nach der Postkonditionierung 48±6 %. Auch ein zweites, aggressiveres 
Postkonditionierungsprotokoll mit sechs Zyklen Reperfusion/Ischämie für jeweils 10 
Sekunden, resultierte nicht in einer Infarktgrößenreduktion (44±3 %). 
Es ist beschrieben, dass das hypertrophierte Myokardium von SH-Ratten empfindlicher 
gegenüber Ischämie ist. Daher könnten 30 Minuten Ischämiedauer für Herzen von 
SHR für eine Protektion durch die Postkonditionierung zu lang sein. Folglich wurde in 
einer weiteren Versuchsserie die Ischämiedauer auf 20 Minuten reduziert. In Abb. 3-3-
5 sind die Infarktgrößen für die Kontroll- und Postkonditionierungsgruppen nach 20 
Minuten regionaler Ischämie dargestellt. Auch hier konnte die Infarktgröße durch das 
Postkonditionierungsprotokoll von 3 Zyklen R/I für jeweils 30 Sekunden in den WKY-
Ratten verkleinert werden. Die Kontrolle der WKY-Ratten hatte nach einer 20-
minütigen Ischämie eine Infarktgröße von 40±6 %, welche durch die 
Postkonditionierung signifikant um 47,5 % auf 21±3 % reduziert werden konnte (p<0,05 
vs. Kontrolle). Im Gegensatz hierzu erbrachte die Verkürzung der regionalen 
Ischämiedauer von 30 auf 20 Minuten erbrachte keine Kardioprotektion durch 






















































Abbildung 3-3-4: Die Kardioprotektion durch Postkonditionierung ist bei hypertrophierten 
Herzen der SH-Ratten aufgehoben 
Oben ist das experimentelle Protokoll gezeigt und unten das dazugehörige Infarktgrößendiagramm. Bei 
dem Infarktgrößendiagramm stellt die erste Spalte jeder Gruppe die einzelnen Infarktgrößen einer Gruppe 
dar und die zweite den Mittelwert der Infarktgröße der jeweiligen Gruppe. Die Pfeile im experimentellen 
Protokoll zeigen die Entnahme der Biopsien für die Biochemie an, welche 5 Minuten nach Ischämieende 
stattfand. 
Die WKY-Ratten (Kontrolltiere) zeigten eine 30%ige Infarktgrößenreduktion nach der 30-minütigen 
regionalen Ischämie durch die Postkonditionierung (3 Zyklen R/I jeweils 30 Sekunden; 49±2 % vs. 35±3 %, 
linke Seite des Diagramms). In den Herzen der SH-Ratten dagegen war der protektive Effekt der 
Postkonditionierung vollständig blockiert (44±4 % (Kontrolle) vs. 43±3 % (Postkonditionierung mit 3 Zyklen 
jeweils 30 sec R/I) und 44±3 % (6 Zyklen 10 sec R/I jeweils), rechte Seite des Diagramms). 
Alle Herzen erhielten nach 30 Minuten Reperfusion für 15 Minuten Propidiumiodid zur Färbung der 
Infarktzone. Die Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone 
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Abbildung 3-3-5:  Die Verkürzung der regionalen Ischämie auf 20 Minuten resultierte in keiner 
Kardioprotektion bei SHR 
Oben ist das experimentelle Protokoll und unten das dazugehörige Infarktgrößendiagramm gezeigt. Bei 
dem Infarktgrößendiagramm stellt die erste Spalte jeder Gruppe die einzelnen Infarktgrößen einer Gruppe 
dar und die zweite Spalte zeigt den Mittelwert der Infarktgröße der jeweiligen Gruppe.  
Die WKY-Ratten (Kontrolltiere) zeigten eine 47%ige Infarktgrößenreduktion nach der 20-minütigen 
regionalen Ischämie durch die Postkonditionierung (3 Zyklen R/I jeweils 30 Sekunden; 40±6 % vs. 21±3 %, 
linke Seite des Diagramms). In den Herzen der SH-Ratten dagegen war der protektive Effekt der 
Postkonditionierung wiederum vollständig blockiert (42±4 % (Kontrolle) vs. 45±3 % (Postkonditionierung), 
rechte Seite des Diagramms). 
Alle Herzen erhielten nach 20 Minuten Reperfusion für 15 Minuten Propidiumiodid zur Färbung der 
Infarktzone. Die Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone 
dargestellt. 
*p<0,05 vs. WKY Ko. Mittelwert ± S.E.M. 
 
Die Abbildung 3-3-6 zeigt, dass sich die Flächen der Risikozonen aller Gruppen 
hinsichtlich ihrer Größe nicht voneinander unterscheiden. Die Regressionslinien sowohl 
der Kontroll- und postkonditionierten SH-Ratten als auch der Kontroll-WKY-Ratten sind 
miteinander vergleichbar. Im Gegensatz dazu deutet die Regressionslinie der 





































Risikoflächen hin (p=0,07 vs. Kontroll-WKY-Ratten). Dies kann als eine erfolgreiche 
Protektion durch Postkonditionierung in den WKY-Ratten interpretiert werden.  
 
 
Abbildung 3-3-6: Die Risiko- und die Infarktflächen der Kontroll- und der postkonditionierten 
SH-Ratten waren vergleichbar. Dagegen waren die Infarktflächen der 
postkonditionierten WKY-Ratten kleiner als die der WKY-Kontroll-Ratten 
(p=0,07) 
Die Flächen der Risikozonen wurden gegen die Flächen der Infarktzonen der Herzen der WKY- und der 
SHR- Ratten mit und ohne Postkonditionierung nach 30 Minuten regionaler Ischämie aufgetragen. 
 
Nach 20 Minuten regionaler Ischämie sind die Flächen der Risikozonen aller Gruppen, 
bis auf die der Kontroll-WKY-Ratten, nahezu gleich (Abb. 3-3-7). Die Risikoflächen der 
Kontroll-WKY-Ratten sind knapp um die Hälfte kleiner als bei allen anderen Gruppen, 
bei allerdings kleiner Tieranzahl je Gruppe. Obwohl die postkonditionierten WKY-
Ratten größere Risikoflächen als die Kontrolltiere hatten, wiesen sie kleinere 
Infarktflächen nach 20 Minuten regionaler Ischämie auf (p=n.s.). Dies deutet auf eine 
erfolgreiche Infarktgrößenreduktion in den postkonditionierten WKY-Ratten hin.  
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Abbildung 3-3-7: Die Risiko- und die Infarktflächen der Kontroll- und der postkonditionierten 
SH-Ratten waren gleich. Dagegen waren die Infarktflächen – trotz größerer 
Risikoflächen - der postkonditionierten WKY-Ratten kleiner als die der WKY-
Kontroll-Ratten 
Die Flächen der Risikozonen wurden gegen die Flächen der Infarktzonen der Herzen der WKY- und der 
SHR- Ratten mit und ohne Postkonditionierung nach 20 Minuten regionaler Ischämie aufgetragen. 
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3.3.3 Phosphorylierung von GSK-3ß 
 
Die Infarktgrößenexperimente zeigten, dass die Protektion der Postkonditionierung in 
den hypertrophierten Herzen der SHR blockiert ist. Um diese Beobachtung zu 
verifizieren, wurde die Expression von phospho-GSK-3ß in WKY- und SH-Ratten 
miteinander verglichen. Die Aktivierung von PI3-Kinase und Akt - beide werden bei der 
Postkonditionierung aktiviert – münden in eine Phopshorylierung der GSK-3ß, wie 
bereits vorne gezeigt. Die Phosphorylierung der GSK-3ß bewirkt die Inhibition des 
Enzyms selbst.  
Die Phosphorylierung von GSK-3ß war um das 2,1fache nach der Postkonditionierung 
in den WKY-Ratten angestiegen, d. h., die Protektion des Herzens geht mit einer 
Phosphorylierung der GSK-3ß einher. 
Im Gegensatz hierzu ist bei den SH-Ratten, die nicht durch die Postkonditionierung 
geschützt werden konnten, auch kein Anstieg der Phosphorylierung der GSK-3ß  
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Abbildung 3-3-8:  Die Phosph
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GSK-3ß  (46KD) 
 
ß-actin  (43kD) orylierung von GSK-3ß nimmt nach der Postkonditionierung von 
trophierten Herzen zu, jedoch nicht in den hypertrophierten 
 SH-Ratten 
exemplarische Western-Blots nach 5 Minuten Reperfusion aufgeführt. In 
orylierung von GSK-3ß und darunter das dazugehörige ß-actin gezeigt.  
 gesamt GSK-3ß und dessen dazugehöriges ß-actin dargestellt. Auf der 
f der rechten die SH-Ratten dargestellt. Aufgetragen wurden in den zwei 
ntrolltieren und in den zwei rechten von Postkonditionierungstieren. n = 
 Western-Blots befindet sich darunter. Nach Postkonditionierung ist die 
 den WKY-Ratten um das 2,1fache angestiegen (*p<0,05 vs. WKY 
er Anstieg der p-GSK-3ß aufgehoben (0,94fache).   
 





3.3.4 Zusammenfassung der SHR-Versuche:  
 
In den Kontrolltieren WKY-Ratten konnte die Infarktgrößenreduktion und der Nachweis 
über die Phosphorylierung der GSK-3ß mittels der Postkonditionierung mit 3 
Reperfusions-/Ischämiezyklen für jeweils 30 Sekunden erfolgreich nachgewiesen 
werden. Im Gegensatz zu gesunden Herzen schlug die Postkonditionierung im 
hypertrophierten Myokardium von spontan-hypertensiven Ratten mit einer signifikant 
arteriellen Hypertenion fehl. Diese Blockierung der Kardioprotektion zeigte sich durch 
fehlende Reduktion der Infarktgröße trotz unterschiedlicher 
Postkonditionierungsprotokolle (3x30’’ und 6x10’’ R/I) und unterschiedlich langer 





Jeder zweite eingelieferte Patient mit einem Herzinfarkt leidet am metabolischen 
Syndrom einer Kombination aus Adipoitas, Glukoseintoleranz, Hyperinsulinämie, 
Hypertriglyceridämie und arterieller Hypertonie. Im vorliegenden Kapitel wurde der 
Frage nachgegangen, ob eine Kardioprotektion durch Postkonditionierung beim 
Risikofaktor metabolisches Syndrom möglich ist. Für das Modell des metabolischen 
Syndroms wurde die Wistar-Ottawa-Karlsburg-W (WOKW) Ratte verwendet. Die 
WOKW-Ratte entwickelt ab der 10. Lebenswoche klassische Symptome des 
metabolischen Syndroms wie Dyslipidämie, Hyperinsulinämie und Fettsucht. Als 
Kontrolltier wurde die Dark Agoutti (DA) Ratte verwendet. Die WOKW- und DA-Ratten 
waren zum Zeitpunkt der Versuche 28 Wochen alt. 
 
3.4.1 Morphometrie   
 
Das Körper- und Herzgewicht wurden gemessen, um die Fettleibigkeit der WOKW-
Ratten zu bestätigen.  
Nach 28 Wochen waren die WOKW-Ratten um mehr als 60 % schwerer als die DA-
Ratten gleichen Alters (p<0,0001; linke Seite der Abbildung 3-4-1).  
In gleicher Weise - entsprechend dem Körpergewicht - stieg das Herzgewicht der 
WOKW-Ratten an (p<0,0001; rechte Seite der Abbildung 3-4-1). Das Verhältnis Herz- 
zu Körpergewicht der WOKW-Ratten lag jedoch unter dem der DA-Ratten (p<0,001; 
Abbildung 3-4-2). Dies deutet auf eine Fettleibigkeit der WOKW-Ratten im Alter von 28 
Wochen hin.  
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Die morphometrischen Daten der DA- und WOKW-Ratten für die biochemischen 
Versuche befinden sich im Anhang (s. Tabelle AH 3). Es wurden nur die 
Körpergewichte bestimmt und keine Herzgewichte gemessen, da direkt nach 5 Minuten 




Abbildung 3-4-1: Das Körpergewicht der WOKW-Ratten war erheblich höher als das der DA-
Ratten 
Die WOKW-Ratten waren mehr als 60 % schwerer als die DA-Ratten (**p<0,0001). Gleichermaßen hatte 
auch das Herzgewicht der WOKW-Ratten zugenommen (**p<0,0001). 
 
 
Abbildung 3-4-2: Das Verhältnis Herz- zu Körpergewicht  war aber geringer als das der DA-
Ratten 












































In der Tabelle 3-4-1 sind die nicht nüchternen Blutwerte aus dem Serum der WOKW- 
und DA-Ratten dargestellt.  
Es gab keinen Unterschied zwischen den WOKW- und den DA-Ratten hinsichtlich des 
Gesamt-Cholesterols im Serum, wobei es tendenziell leicht höher in den DA- als in den 
WOKW-Ratten war.  Das Insulin und die Triglyceride waren in den WOKW-Ratten 
jedoch signifikant höher als in den DA-Ratten (***p<0,001 vs. DA-Ratten, *p<0,05 vs. 
DA-Ratten).  
Somit zeigten die WOKW-Ratten in einem Alter von 28 Wochen drei Merkmale des 
metabolischen Syndroms: Sie waren stark übergewichtig und exprimierten eine 
Dyslipidemie, hauptsächlich mit hohen Triglyceriden und einer Hyperinsulinemie.  
Sie zeigten allerdings kein voll ausgeprägtes metabolisches Syndrom.  
 







DA-Ratten (n=14) 0,91±0,81 0,30±0,44 1,22±0,19 
WOKW-Ratten (n=15) 3,83±0,33*** 0,71±0,15* 1,16±0,17 
Blutserum Laborwerte von Insulin, Triglyceride und Gesamt-Cholesterol: Nach 28 Wochen waren sowohl 
das Insulin (**p<0,001) als auch die Triglyceride (*p<0,05) - beides Marker des metabolischen Syndroms - 
signifikant höher in den WOKW- als in den DA-Ratten. Das Gesamt-Cholesterol war tendenziell höher in 
den DA- verglichen zu den WOKW-Ratten. (Ratten nicht nüchtern).  
*p<0,05 vs. DA-Ratten, ***p<0,001 vs. DA-Ratten. 
 
3.4.3 Hämodynamik  
 
3.4.3.1 Hämodynamik der Infarktgrößenversuche der WOKW-Ratten 
 
Nach Legen des Katheters in die linke Arteria axillaris hatten die WOKW-Ratten, im 
Vergleich zu den DA-Ratten, eine geringere Herzfrequenz und somit auch ein 
verringertes Herzfrequenz-Druck-Produkt (Tabelle AH 6 im Anhang). Die WOKW-
Ratten hatten keinen erhöhten mittleren arteriellen Blutdruck, da sie aufgrund ihres 
Gewichtes mehr Narkotika, die kreislaufdeppressiv wirkten,  benötigten. Im weiteren 
Verlauf der Experimente glichen sich die gemessenen hämodynamischen Parameter 
der WOKW- nahezu an die der DA-Ratten an.  
Innerhalb der Gruppen fiel der mittlere Blutdruck nach 29 Minuten regionaler Ischämie 
und stieg dann während der Reperfusion wieder leicht an. Nach 30 Minuten 
Reperfusion jedoch war der mittlere Blutdruck signifikant in allen Gruppen – bis auf den 
in den DA-Kontrollen - unter die jeweiligen Ausgangswerte gesunken. Vergleiche der 
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Hämodynamik zwischen den Gruppen in der regionalen Ischämie und in der 
Reperfusion zeigten keine statistischen Unterschiede (Tabelle AH 6 im Anhang). 
 
3.4.3.2 Hämodynamik der WOKW-Ratten, die zu biochemischen Versuchen 
verwendet wurden 
 
Auch hier wurden in den vier Gruppen die hämodynamischen Variablen Herzfrequenz, 
mittlerer arterieller Blutdruck und das Herzfrequenz-Druck-Produkt zu folgenden 
Zeitpunkten aufgezeichnet: zur Baseline, in der 29. Minute der regionalen Ischämie 
und nach der ersten Minute Reperfusion (nachdem die Postkonditionierung – 3 
Minuten lang - vollzogen wurde und in den Kontrollen dann entsprechend nach 4 
Minuten Reperfusion). 
Zu Beginn der Versuche (zur Baseline) gab es keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den einzelnen Gruppen, nur die WOKW- hatten einen leicht geringeren 
Herzschlag, als die DA-Ratten. In allen Gruppen fiel der mittlere Blutdruck in der 
regionalen Ischämie und hatte sich bis zur Entnahme der Biopsie in der Reperfusion 
auch nicht wieder erholt. Bei beiden DA-Gruppen fiel der mittlere Blutdruck in der 
ersten Minute der Reperfusion signifikant unter den Ausgangsdruck (Baseline) 
(p<0,05). Auch das Herzfrequenz-Druck-Produkt der DA-Kontrolle fiel signifikant zum 
Ende des Versuchs (p<0,05).     
Vergleiche der Hämodynamik zwischen den Gruppen in der regionalen Ischämie und in 





Das experimentelle Protokoll der vier untersuchten Gruppen sowie das dazugehörige 
Infarktgrößendiagramm sind in der Abbildung 3-4-3 dargestellt. Alle Gruppen hatten 
eine 30minütige regionale Ischämie, gefolgt von 30 Minuten Reperfusion. 
Zum Vergleich der DA-Ratten als Kontrolltiere werden in diesem Kapitel die Wistar-
Ratten (siehe Kapitel 3.2) auch als Kontrolltiere aufgeführt.  
Die Kontrollherzen der Wistar- und DA-Ratten, bei denen direkt nach der regionalen 
Ischämie ohne Unterbrechung die Reperfusion folgte, hatten eine Infarktgröße von 
49±3 % und 58±2 %. Durch die Postkonditionierung mit drei Zyklen 
Reperfusion/Ischämie für jeweils 30 Sekunden konnte die Infarktgröße der Wistar-
Ratten signifikant um 41 % auf 29±3 und die der DA-Ratten signifikant um 32 % auf 
39±5 % reduziert werden (p<0,01 vs. Wistar- und DA-Kontrolle). Die WOKW-Kontrolle 
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hatte gegenüber der Kontrollgruppe der DA-Ratten eine vergleichbare Infarktgröße mit 
49±3 %. Eine  Kardioprotektion in den WOKW-Ratten durch Postkonditionierung war 
nicht möglich.  Die Infarktgröße mit 43±6 % war nur geringfügig kleiner als die der 
WOKW-Kontroll-Gruppe (49±3 %). Somit konnten die WOKW-Ratten nicht 
postkonditioniert werden.  
 
 
Abbildung 3-4-3: Die Protektion der Postkonditionierung wird in den WOKW-Ratten blockiert 
Oben ist das experimentelle Protokoll gezeigt und unten das dazugehörige Infarktgrößendiagramm. Beim 
Infarktgrößendiagramm stellt die erste Spalte jeder Gruppe die einzelnen Infarktgrößen einer Gruppe dar 
und die zweite den Mittelwert der Infarktgröße der jeweiligen Gruppe. Die Pfeile im experimentellen 
Protokoll zeigen die Entnahme der Biopsien für die Biochemie an, welche 5 Minuten nach Ischämieende 
stattfand. 
Die Postkonditionierung konnte in den Wistar-Ratten die Infarktgröße signifikant um 41 % von 49±3 % auf 
29±3 % reduzieren (p<0,01). Kontrollherzen der DA- und WOKW-Ratten hatten vergleichbare 
Infarktgrößen (58±2 %, 49±2 %). Die Postkonditionierung reduzierte ebenfalls signifikant die Infarktgröße 
der DA-Ratten um 32 %. Im Gegensatz dazu war in den WOKW-Ratten der kardioprotektive Effekt der 
Postkonditionierung vollständig verloren gegangen (43±4 %).  
Alle Herzen erhielten nach 30 Minuten Reperfusion für 15 Minuten Propidiumiodid zur Färbung der 
Infarktzone. Die Infarktgrößen der einzelnen Versuche wurden als Prozentanteil von der Risikozone 
dargestellt. 















































Die Abbildung 3-4-4 zeigt, dass die Flächen der Risikozonen von allen Herzen 
vergleichbar groß sind. Die Regressionslinien der Wistar-Kontroll-Gruppe und beider 
WOKW- Gruppen (Kontrolle und Postkonditionierung) sind nahezu deckungsgleich. Im 
Gegensatz dazu ist die Regressionslinie der postkonditionierten Herzen der Wistar- 
und der DA-Ratten zu kleineren Infarktflächen – trotz gleicher Risikoflächen – 
verschoben (p<0,05), d.h. die Postkonditionierung schützt die Herzen. Beachtenswert 
ist die Regressionslinie der DA-Kontroll-Gruppe, die im Vergleich zu den anderen 




Abbildung 3-4-4:  Die Risiko- und Infarktflächen der Kontroll-Ratten und der postkonditionierten 
WOKW-Ratten waren gleich. Jedoch unterschied sich die Infarktfläche der 
postkonditionierten DA-Ratten signifikant von der der Kontroll-Ratten (p<0,05) 
Die Flächen der Risikozonen wurden gegen die Flächen der Infarktzonen der Herzen der Wistar-, der DA- 
und der WOKW- Ratten mit und ohne Postkonditionierung aufgetragen. 
 
3.4.5 Phosphorylierung von GSK-3ß 
 
Um zu überprüfen, ob GSK-3ß in der Postkonditionierung involviert ist, wurde die 
Expression der phosphorylierten GSK-3ß zwischen den DA- und WOKW-Ratten 
miteinander verglichen. In der Abbildung 3-4-5 ist das Ergebnis der Western-Blots der 
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Abbildung 3-4-5: Die Phosph
Kontroll-Ra
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vollständig (1,3fache in postkonditionierten Herzen verglichen mit Kontrollherzen), 
korrelierend zur fehlenden Reduktion der Infarktgröße.  
 
3.4.6 Zusammenfassung der WOKW-Versuche   
 
In diesem Kapitel wurde die Postkonditionierung in Ratten mit metabolischem Syndrom 
– Modell der WOKW-Ratte - untersucht. Die WOKW-Ratte entwickelt ab einem sehr 
frühen Alter die klassischen Symptome des metabolichen Syndroms, wie Dyslipidämie, 
Hyperinsulinämie und Fettsucht. Die Postkonditionierung reduziert in den gesunden 
Herzen der Wistar- und der DA-Ratten effektiv die Infarktgröße.  Im Gegensatz dazu 
war die Postkonditionierung mit 3 Reperfusions-/Ischämiezyklen für jeweils 30 
Sekunden in den WOKW-Ratten vollständig blockiert. Es konnte weder eine 
Infarktgrößenreduktion noch die Phosphorylierung der GSK-3ß in den WOKW-Ratten 
















24min               26min           29min 
Reperfusion 
1min                 10min             30min               120min 
 
MAP [mmHg] 
Ko 1,5min 5 98±5       
      
     
      
    
  
       
       
    
   
  
   
60±2***
Post 1,5min 5 95±11 64±4*
Ko 5min 5 76±9 100±2* 90±4 
Post 5min 5 88±13 92±10 85±6 
Ko 15min 5 87±2 75±7  77±7 
Post 15min 5 108±5§§ 106±7  102±7§   
Ko Wt 5min 5 103±8 92±5 116±3 127±2*
Post Wt 5min 5 102±4 93±7 102±8 109±6§§
Ko TUNEL 4 89±6 75±6  73±6 66±8 66±12 
Post TUNEL 4 96±3 82±8  84±4 74±6** 73±3**
Ko 2hmin 5 93±3 78±8**  79±5** 71±5*** 54±5***
Post 2hmin 5 98±9 83±7  84±5 72±3* 57±3**
   
BPM [Herzschläge/min]   
      
      
      
      
    
  
      
    
  
    
    
    
Ko 1,5min 5 404±8 380±6 
Post 1,5min 5 376±14 360±21 
Ko 5min 5 369±10 375±4 376±3 
Post 5min 5 385±19 382±16 380±21 
Ko 15min 5 383±8 362±8  374±11 
Post 15min 5 432±33 422±26  421±27 
 
  
Ko Wt 5min 5 443±3 426±2 416±3 411±3 378±19**
Post Wt 5min 5 404±17 380±16§ 368±15**§ 373±19* 376±13*
Ko TUNEL 4 351±10   363±25  358±27 327±45 401±61 
Post TUNEL 4 381±5 370±11  374±8 364±12 362±15 
Ko 2hmin 5 376±30 379±23  376±23 371±23 365±13 










24min               26min           29min 
Reperfusion 
1min                 10min             30min               120min 
   
RPP [Herzschläge/min x mmHg]   
      
      
      
      
    
  
    
    
  
  
   
  
Ko 1,5min 5 39733±2560 22895±936***
Post 1,5min 5 35309±2927 22837±1499**
Ko 5min 5 28089±3748 37331±185 33997±1801
Post 5min 5 34233±5803 35171±4299 32450±3023
Ko 15min 5 33149±574 27443±2939  28970±2637 
Post 15min 5 47221±5888 45098±5552§  43478±5678*   
Ko Wt 5min 5 45747±3958 39157±2162 48294±741 52160±1113 47064±2599  
Post Wt 5min 5 41561±3449 35699±3922* 3759±4336
 
40892±4124 41937±4138
Ko TUNEL 4 31388±2974  27145±2884  26266±2869 20723±719 25458±2656 
Post TUNEL 4 36664±1487 30573±3597  31300±1973** 26989±2761** 26316±1635**
Ko 2h 5 34824±2802 29413±2266  29360±1271 26089±1198** 19771±1481***
Post 2h 5 37773±3805   31168±2985  31027±2164 26523±2225 19920±1456**
 
Zeitpunkte der Messungen: Zu Beginn des Versuchs (Baseline), also 10 Minuten nach der Equilibrierung, regionale Ischämie 24 min: 24. Minute der regionalen Ischämie, ebenso 
26. Minute und 29. Minute; Reperfusion 5 min: 5. Minute der Reperfusion, ebenso 10. Minute, 30. und 120. Minute.  
Ko 1,5 min = Kontrolle mit 1,5 Minuten Reperfusion, Post 1,5 min = Postkonditionierung  (3x30 R/I-Zyklen) mit 1,5 Minuten Reperfusion; Ko 5 min = Kontrolle mit 5 Minuten 
Reperfusion; Post 5 min = Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 5 Minuten Reperfusion; Ko 15 min = Kontrolle mit 15 Minuten Reperfusion; Post 15 min = Postkonditionierung 
(3x30 R/I-Zyklen) mit 15 Minuten Reperfusion; Ko Wt 5 min = Kontrolle mit 5 Minuten Reperfusion, bei der in der 25. Minute der regionalen Ischämie Wortmannin zugegeben 
wurde; Post Wt 5 min = Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 5 Minuten Reperfusion, bei der in der 25. Minute der regionalen Ischämie Wortmannin zugegeben wurde; Ko 
TUNEL = Kontrolle mit 2 Stunden Reperfusion für TUNEL-Test; Post TUNEL = Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 2 Stunden Reperfusion für TUNEL-Test; Ko 2 h = 
Kontrolle mit 2 Stunden Reperfusion; Post 2 h = Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 2 Stunden Reperfusion. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. Baseline innerhalb derselben Gruppe; §p<0,05; §§p<0,01 vs. der jeweiligen Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt. n = Tieranzahl in jeder Gruppe. 
Mittelwert ± S.E.M. 
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Kontrolle      
     
   
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
10 282±9 1,18±0,04 293639±36867 138748±14082 49±3 
PC 8 284±11 1,11±0,03 213449±46152 66990±23125§ 30±5§§
Post  10 284±6 1,19±0,03 249196±30358 77558±13817§ 29±3§§
Kontrolle (DMSO) 4 276±12 1,17±0,02 181230±35127 89855±24623 48±4 
PC (DMSO) 4 265±22 1,01±0,09 188261±57872 37632±7394 21±3$$
Post (DMSO) 5 274±13 1,13±0,07 239303±44134 77797±16792 33±3$
Kontrolle Wortmannin früh 8 269±9 1,10±0,03 189185±22737 81565±10988 43±3 
Post Wortmannin früh 8 282±7 1,17±0,04 204239±22293 64135±10736 31±5#
Kontrolle Rapamycin 7 288±10 1,19±0,01 269646±29804 130955±15624 49±3 
Post Rapamycin 7 275±9 1,13±0,04 334676±36986 172451±21131 51±2 
Kontrolle Wortmannin spät 8 280±13 1,11±0,04 280164±34636 137748±15230 51±4 
Post Wortmannin spät 8 275±7 1,15±0,04 209779±29343 119865±23209 54±5 
Kontrolle DMSO 8 307±7 1,22±0,03 384281±47273 185073±25093 47±2 
Kontrolle TDZD-8 8 288±5§ 1,13±0,02* 247797±19454* 74676±7024*** 31±2***
 
Erklärung der Gruppenabkürzungen siehe Tabelle 3-2-1. 
§p<0,05 vs. Kontrolle, §§p<0,01 vs. Kontrolle, $p<0,05 vs. Kontrolle (DMSO), $$p<0,01 vs. Kontrolle (DMSO), #p<0,05 vs. Kontrolle Wortmannin früh, *p<0,05 vs. Kontrolle DMSO, 
***p<0,0001 vs. Kontrolle DMSO. n = Tieranzahl in jeder Gruppe. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M. 
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Tabelle AH 3:  Körpergewicht der Tiere, die zu biochemischen und histochemischen 
Versuchen verwendet wurden 
 
Gruppe n Körpergewicht [g] 
Ko 1,5min  5 279±4 
Post 1,5min  5 295±3 
Ko 5min  5 257±11 
Post 5min  5 304±13 
Ko 15min  5 248±4 
Post 15min  5 284±12 
Ko Wt 5min 5 281±4 
Post Wt 5min 5 278±6 
Ko TUNEL 4 290±8 
Post TUNEL 4 312±4 
Ko 2h 5 286±5 
Post 2h 5 286±4 
WKY Ko 5 269±11 
WKY Post 5 258±5 
SHR Ko 5 264±3 
SHR Post 5 264±5 
DA Ko 5 293±8 
DA Post 5 285±5 
WOKW Ko 5 488±6§§§
WOKW Post 5 481±11§§§
 
Ko 1,5min = Kontrolle mit 1,5 Minuten Reperfusion, Post 1,5min = Postkonditionierung  (3x30 R/I-
Zyklen) mit 1,5 Minuten Reperfusion; Ko 5 min = Kontrolle mit 5 Minuten Reperfusion; Post 5 min = 
Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 5 Minuten Reperfusion; Ko 15 min = Kontrolle mit 15 Minuten 
Reperfusion; Post 15 min = Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 15 Minuten Reperfusion; Ko Wt 
5 min = Kontrolle mit 5 Minuten Reperfusion, bei der in der 25. Minute der regionalen Ischämie 
Wortmannin zugegeben wurde; Post Wt 5 min = Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 5 Minuten 
Reperfusion, bei der in der 25. Minute der regionalen Ischämie Wortmannin zugegeben wurde; Ko 
TUNEL = Kontrolle mit 2 Stunden Reperfusion für TUNEL-Test; Post TUNEL = Postkonditionierung 
(3x30 R/I-Zyklen) mit 2 Stunden Reperfusion für TUNEL-Test; Ko 2 h = Kontrolle mit 2 Stunden 
Reperfusion; Post 2 h = Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 2 Stunden Reperfusion; WKY Ko = 
WKY-Ratte Kontrolle mit 5 Minuten Reperfusion; WKY Post = WKY-Ratte Postkonditionierung (3x30 
R/I-Zyklen) mit 5 Minuten Reperfusion; SHR Ko = SH-Ratte Kontrolle mit 5 Minuten Reperfusion; SHR 
Post = SH-Ratte Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 5 Minuten Reperfusion; DA Ko = DA-Ratte 
Kontrolle mit 5 Minuten Reperfusion; DA Post = DA-Ratte Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 5 
Minuten Reperfusion; WOKW Ko = WOKW-Ratte Kontrolle mit 5 Minuten Reperfusion; WOKW Post = 
WOKW-Ratte Postkonditionierung (3x30 R/I-Zyklen) mit 5 Minuten Reperfusion.  






Tabelle AH 4: Hämodynamik der physiologischen Versuche von SH-Ratten (Infarktgrößenbestimmung) 
 
Gruppe n post Kath Baseline reg Isch 29 min Rep 10 min Rep 30 min 
       
MAP [mmHg]       
      
    
      
 
    
    
    
    
   
    
WKY-Kontrolle 7 87±5 96±6 91±8 98±4 80±8 
WKY-Post (3x30’’) 9 88±6 98±4 89±6 96±5 82±4 
SHR-Kontrolle 6 114±4 114±3 99±16 94±11 78±7 
SHR-Post (3x30’’) 13 120±7 § 124±6 96±3* 93±5**$ 82±4**$$
SHR-Post (6x10’’) 6 120±9 100±8 70±5 91±8 60±3$
WKY-Kontrolle (20min reg Isch) 3 82±7 81±4 75±4 78±8 62±5**$$
WKY-Post (3x30’’) (20min reg Isch) 4 90±6 97±3 96±6 95±7 69±6*
SHR-Kontrolle (20min reg Isch) 3 119±17 103±4 93±10 72±9 65±8$
SHR-Post (3x30’’) (20min reg Isch) 5 124±18 98±7 94±8** 86±6 79±7*$$
   
BPM [Herzschläge/min]       
      
    
      
    
    
    
 
    
    
WKY-Kontrolle 7 376±15 369±14 366±16 300±39 314±35 
WKY-Post (3x30’’) 9 401±26 374±18 397±18 390±19 376±27 
SHR-Kontrolle 6 335±18 347±18 301±27 323±20 279±42 
SHR-Post (3x30’’) 13 317±12 351±7 342±13 345±9 324±12 
SHR-Post (6x10’’) 6 375±22 421±35 389±39 386±21 337±20 
WKY-Kontrolle (20min reg Isch) 3 320±22 361±14 377±12 379±14 387±12 
WKY-Post (3x30’’) (20min reg Isch) 4 347±17 374±9$ 392±13$$$ 394±17$$$ 388±13$$$
SHR-Kontrolle (20min reg Isch) 3 318±17 335±12 311±8 295±21 296±27 













Gruppe n post Kath Baseline reg Isch 29 min Rep 10 min Rep 30 min 
 
RPP [Herzschläge/min x mmHg] 
 WKY-Kontrolle 7 32435±2027    
    
     
   
    
    
    
    
   
35355±2311 33678±3983 29713±4437 25528±4345 
WKY-Post (3x30’’) 9 35762±4283 36510±2258 35377±2943 37518±2999 30749±3021 
SHR-Kontrolle 6 38233±2103 39589±2158 30882±6735 30091±3488 22466±4104*
SHR-Post (3x30’’) 13 39750±4542 43741±2112 33256±1916 32160±2109* 26680±1809*$
SHR-Post (6x10’’) 6 45198±4416 42109±4244 27878±4235 35338±4252 20291±1769 
WKY-Kontrolle (20min reg Isch) 3 26049±1049 29440±2415 28309±2396 29665±3161 24073±2469 
WKY-Post (3x30’’) (20min reg Isch) 4 31557±3437 36301±1875 37639±2632 37178±2815 26812±2171 
SHR-Kontrolle (20min reg Isch) 3 38112±7174 33637±1851 28887±2653 21437±3685 19477±3422 
SHR-Post (3x30’’) (20min reg Isch) 5 40102±7506 31505±2184 30559±2726* 27520±1933 24600±3116**$$
 
Die Messungen wurden in allen Gruppen nach Legen des Katheters in die Arteria axillaris (post Kath) und während der Versuche durchgeführt: zum Beginn (Baseline),    
also 10 Minuten nach der Equilibration, nach 29 Minuten regionaler Ischämie (reg Isch 29 min), nach 10 Minuten Reperfusion (Rep 10 min) und nach 30 Minuten   
Reperfusion (Rep 30 min). 
§p<0,05 vs. WKY Postkonditionierung, *p<0,05, **p<0,01 vs. Baseline innerhalb der gleichen Gruppe, $<0,05, $$p<0,01 vs. post Kath innerhalb der gleichen Gruppen.  





Tabelle AH 5:  Hämodynamik der SHR-Tiere, die zu biochemischen Versuchen verwendet 
wurden 
 
Gruppe n Baseline reg Isch 29 min Rep 1 min 
 
MAP [mmHg] 
WKY Ko 5 92±10 73±6 75±9 
WKY Post 5 96±8 79±10 77±3 
SHR Ko 5 117±3 82±19 86±18 
SHR Post 5 139±4## 93±6** 96±8**
 
BPM [Herzschläge/min] 
WKY Ko 5 346±30 341±23 394±14 
WKY Post 5 353±35 383±25 354±14 
SHR Ko 5 347±28 261±14 334±23 
SHR Post 5 361±16 369±13§§ 363±13 
 
RPP [Herzschläge/min x mmHg] 
WKY Ko 5 31496±2544 24688±1716 29550±4152 
WKY Post 5 33785±4384 31064±5488 27213±1638 
SHR Ko 5 40520±3212 21091±4050* 29700±7869 
SHR Post 5 50178±3406 34593±2918* 34583±3013*
 
Die Messungen wurden in allen Gruppen erneut während der Versuche durchgeführt: zum Beginn 
(Baseline), also 10 Minuten nach der Equilibration, nach 29 Minuten regionaler Ischämie (reg Isch 29 
min) und nach 1 Minute Reperfusion.  
§§p<0,05 vs. SHR Kontrolle, ##p<0,01 vs. WKY Kontrolle und WKY Postkonditionierung, *p<0,05, 








Tabelle AH 6:  Hämodynamik der physiologischen Versuche von WOKW- und DA-Ratten (Infarktgrößenbestimmung) 
 
Gruppe n  Baseline reg Isch 29 min Rep 10 min Rep 30 min 
      
MAP [mm Hg]      
    
   
    
   
    
DA-Kontrolle 7 98±4 90±3 94±3 82±3 
DA-Post (3x30’’) 7 98±4 89±7 87±5 72±6 #





83±6 83±6 84±5 #
BPM [Herzschläge/min] 
 DA-Kontrolle 7 418±12   
   
    
   
    
402±12 415±16 415±15 
DA-Post (3x30’’) 7 427±9 433±9 419±10 384±27 





383±19 379±9 378±9 
RPP [Herzschläge/min x mm Hg] 
 
   
   
   
    
   
DA-Kontrolle 7 41104±2200 36231±1846 39228±2316 33681±819 
DA-Post (3x30’’) 7 42045±2218 38838±3182 36675±2429 28070±3288 #
WOKW-Kontrolle 6 37560±3175 31921±3578 33099±3526 27257±2068 
WOKW-Post (3x30’’) 9 38993±1949 31718±2388 31476±2316 27629±1427 
 
Zeitpunkte der Messungen: Zu Beginn des Versuchs (Baseline), also 10 Minuten nach der Equilibration, nach 29 Minuten regio- 
naler Ischämie (reg Isch 29 min), nach 10 Minuten Reperfusion (Rep 10 min) und nach 30 Minuten Reperfusion (Rep 30 min). 




Tabelle AH 7: Hämodynamik der WOKW- und DA-Tiere, die zu biochemischen Versuchen verwendet wurden 
 
Gruppe n Baseline reg Isch 29 min Rep 1 min 
 
MAP [mmHg] 
DA-Kontrolle   
  
   
  
5 106±2 94±6 80±5*
DA-Post (3x30’’) 5 96±10 81±12 72±8*
WOKW-Kontrolle 5 98±5 82±6 74±9 
WOKW-Post (3x30’’) 5 100±1 88±5 90±11 
 
BPM [Herzschläge/min] 
 DA-Kontrolle 5 434±11  
  
   
  
435±7 419±10 
DA-Post (3x30’’) 5 411±11 424±18 414±12 
WOKW-Kontrolle 5 390±10 407±9 400±12 
WOKW-Post (3x30’’) 5 403±6 364±49 399±15 
 
RPP [Herzschläge/min x mmHg] 
 DA-Kontrolle 5 45925±348  
  
   
  
40670±2245 33383±2387*
DA-Post (3x30’’) 5 39541±4984 34846±6524 30027±4348 
WOKW-Kontrolle 5 38078±1894 33319±2686 29616±3990 
WOKW-Post (3x30’’) 5 40117±581 32309±5696 36292±5808 
 
Zeitpunkte der Messungen: Zu Beginn des Versuchs (Baseline), also 10 Minuten nach der Equilibration, nach 29 
Minuten regionaler Ischämie (reg Isch 29 min), nach 10 Minuten Reperfusion (Rep 10 min) und nach 30 Minuten  
Reperfusion (Rep 30 min). 






Die Diskussion ist in vier Kapitel aufgeteilt. Zuerst werden die Versuche an der 
Langendorff-Anlage (Teil 1), dann die in vivo Versuche (Teil 2) und zuletzt die 
Versuche mit den pathologischen Rattenherzen (Teil 3 und 4) diskutiert.  
 




In allen Versuchsgruppen gab es zu keiner Zeit – bis auf die Kontrolle (TTC), 
Präkonditionierung (PC (TTC)) und Post (0,5 Isch. ( PI)) – signifikante Unterschiede 
in der Herzfrequenz.  
Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Ausgangswerten des 
linksventrikulären Drucks zwischen den einzelnen Versuchsgruppen bezogen auf 
ihre Kontrollgruppe. Nach den 60 Minuten regionaler Ischämie stieg der 
linksventrikuläre Druck zu Beginn der Reperfusion in allen Gruppen gleichermaßen 
wieder an. Dieser Druckanstieg fiel dann nur langsam wieder ab. In der Reperfusion 





Wie von der eigenen Arbeitsgruppe (Simonis et al., 2003) bereits gezeigt wurde, war 
in diesem Langendorff-Modell die Präkonditionierung mit 3 mal 5 Minuten Ischämie-/ 
Reperfusionszyklen erfolgreich. Die Infarktgrößenreduktion betrug 54 %. 
In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedlich lange regionale Ischämien, 
mehrere experimentelle Postkonditionierungsprotokolle und verschiedene 
Färbungen für die Infarktgrößenbestimmungen getestet. Es konnte jedoch keine 
signifikante Infarktgrößenreduktion durch die Postkonditionierung in vitro 
nachgewiesen werden. Nur in der Gruppe (Post 6x10’’ (TTC)) mit 6 Reperfusions-/ 
Ischämiezyklen für jeweils 10 Sekunden nach einer Stunde regionaler Ischämie 
zeichnete sich ein Trend zur Infarktgrößenreduktion (von 59 % auf 40 %) ab, der 
jedoch nicht signifikant war. Gleichermaßen konnten Kaljusto und seine Kollegen im 
isoliert perfundierten Rattenherzen eine Tendenz zur Protektion mittels 
Postkonditionierung nachweisen, bei denen sie eine regionale Ischämie 
durchgeführt hatten. Dabei konnten sie  mit 3 Reperfusions-/Ischämiezyklen für 
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jeweils 10 Sekunden die Infarktgröße um 28 % von 28 % auf 20 % (p=0,19) 
verringern (Kaljusto et al., 2006, siehe Tabelle 4-1). Dagegen zeigte sich in den 
isoliert perfundierten Rattenherzen mit globaler Ischämie keine 
Infarktgrößenreduktion nach verschiedenen (3x10’’; 3x30’’; 2x60’’)  
Postkonditionierungsprotokollen (Kaljusto et al., 2006).  
Tsang konnte in einem in vitro Rattenmodell eine Kardioprotektion durch 
Postkonditionierung zeigen (Tsang et al., 2004). Dabei verwendete er 6 Zyklen zu je 
10 Sekunden Reperfusion und Ischämie nach 35 Minuten regionaler Ischämie und 
vor einer 120-minütigen Reperfusionszeit. Der Infarkt verringerte sich von 51 % in 
der Kontrolle auf 32 % in der Postkonditionierung. Erzielt wurde damit eine 
Infarktreduktion von 37 % im in vitro Rattenherzen. Auch im in vitro 
Kaninchenherzen konnte die Postkonditionierung von mehreren Gruppen als 
kardioprotektiv nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4-1).  
In der vorliegenden Arbeit wurde mit einem Langendorff-Modell gearbeitet, welches 
auf einem konstanten Wasserdruck von 100 cm H2O basierte. Im isoliert 
perfundierten Rattenherzen ist der Effekt der Postkonditionierung anhand der 
Infarktgröße mit der Perfusion mit „konstantem Druck“ sowie mit der Perfusion mit 
„konstantem Fluss“  untersucht worden (Penna et al., 2006b). In dem „konstanten 
Druck Modell“ war die Infarktgröße mittels der Postkonditionierung geringer 
reduziert als in dem  „Modell des konstanten Flusses“. In dem „konstanten Fluss 
Modell“ lag zu Beginn der Reperfusionszyklen und Reperfusion ein niedriger 
hydrostatischer Druck und somit ein geringerer Kapillardruck vor. Dieser führt zu 
weniger Ödemen und bietet vielleicht eine Erklärung für die größere Effektivität der 
Postkonditionierung in diesem Modell.    
Eine Ursache für die diskrepanten Literaturergebnissen und die eigenen Resultaten 
















in vitro Ratte 6 10 37** Tsang et al., 2004 
 3 10 28 (n.s) Kaljusto et al., 2006 
 6 10 80* Zhu et al., 2006 
 5 10 64** Penna et al., 2007 
 (TTC) 3 30 keine Reduktion Ergebnis der 
vorliegenden Arbeit  
  (TTC) 6 10 32 (n.s.) Ergebnis der 
vorliegenden Arbeit 
(PI) 3 30 12 (n.s.) Ergebnis der 
vorliegenden Arbeit 
(PI) 6 10 18 (n.s) Ergebnis der 
vorliegenden Arbeit 
(PI) 3 10 15 (n.s.) Ergebnis der 
vorliegenden Arbeit 
in vitro Kaninchen  6 10 69*** Yang et al. 2005 
 4 30 38* Darling et al. 2005 
(TTC) = Infarktgrößenbestimmung mittels TTC-Färbung; (PI) = Infarktgrößenbestimmung mittels 
Propidiumiodidfärbung.  




Die Infarktgrößenfärbung mittels TTC – bei der die nekrotischen Zellen des 
Herzgewebes demarkiert werden - ist in der experimentellen Kardiologie die 
Standardmethode und wurde somit für die ersten Postkonditionierungsversuche im 
in vitro Rattenherzen verwendet.   
TTC wird intrazellulär unter Anwesenheit von Dehydrogenasen und dem Co-Enzym 
NADH reduziert, welches im vitalen Gewebe zu einem roten Farbumschlag führt. 
Dagegen verlieren die abgestorbenen Zellen ihre Fähigkeit NADH zu bilden und 
erscheinen somit als blasse Areale zwischen den intakten Gewebsanteilen. Damit 
fälschlicherweise keine nekrotischen Zellen angefärbt werden, muss das Gewebe 
über eine lange Reperfusionsphase von zwei Stunden enzymfrei gewaschen 
werden.  
Propidiumiodid hingegen findet seine Hauptanwendung in der Zelltodbestimmung 
bei der Flußzytometrie (Krishan et al., 1975). Der Integritätsverlust der Zell- und 
Kernmemebran ermöglicht dem Propidiumiodid, mit der DNA zu interkalieren. Diese 
Bindung erscheint unter UV-Licht als leuchtend rote Fluoreszenz und somit lässt 
sich die Infarktzone besser demarkieren. Ein weiterer Vorteil der Färbung ist die für 
die Infarktgrößenbestimmung kurze Reperfusionszeit von 30 Minuten. Wolff  (Wolff 
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et al., 2000) verglich die Propidiumiodidfärbung zum einen mit dem histologischen 
Verfahren der Infarktgrößenbestimmung und zum anderen mit der TTC-Färbung. 
Diese Untersuchung zeigte die Gleichwertigkeit aller drei Färbungen. Weinbrenner 
verwendete ebenfalls zur Infarktgrößenbestimmung die TTC-Färbung (Weinbrenner 
et al., 2002). Später publizierte Ergebnisse von Infarktgrößen wurden mit 
Propidiumiodid bestimmt und entsprachen den Werten der TTC Infarktbestimmung 
für die Kontrollgruppe, klassischer und organferner Präkonditionierung 
(Weinbrenner et al., 2004a). In der vorliegenden Arbeit konnten die Daten der 
Vergleichbarkeit von TTC und Propidiumiodid bestätigt werden. Die Infarktgrößen 
der Kontrollen Post 3x30’’ und Post 6x10’’ zeigten im direkten Vergleich der beiden 
Färbeverfahren keinen signifikanten Unterschied.   
Als Vorteil der erheblich längeren Reperfusionszeit bei der TTC-Färbung wäre zu 
nennen, dass wesentlich mehr hämodynamische Daten erhoben werden können. 
Die hämodynamisch messbare Effekte der Präkonditionierung und 
Postkonditionierung auf die myokardiale Kontraktilität können aber erst nach 60-120 
Minuten detektiert werden.  Die TTC-Methodik hat sich über viele Jahre hinweg in 
der experimentellen Kardiologie etabliert und gilt für die Infarktgrößenbestimmung 
als Standardmethode. Die Fülle der bisher erhobenen Daten lässt dabei bessere 
Vergleichsmöglichkeiten zu als dies bei Propidiumiodid der Fall wäre.   
Da die Propidiumiodidfärbung gegenüber der TTC-Färbung eine erheblich kürzere 
Reperfusionszeit benötigt, treten weniger hämodynamische Komplikationen auf, die 
zu einem vorzeitigen Abbruch des Versuchs führen. Die Reperfusionsphase bei der 
Propidiumiodidfärbung beschränkt sich zur Verteilung der Chemikalie nach der in 
vivo Injektion auf 15 Minuten, da ein Auswaschen von Reaktanten nicht nötig ist (Ito 
et al., 1997; Wolff et al., 2000). Des Weiteren können die Herzen nach dem 
Einfrieren und Schneiden direkt ausgewertet werden; der technische Aufwand wie 
bei der TTC-Färbung fällt weg. Das TTC-Verfahren ist sehr komplex und abhängig 
von mehreren Faktoren: Ein unzureichendes Auswaschen der Reaktanten in der 
Reperfusionszeit kann zu einer Unterbestimmung der tatsächlichen Infarktgröße 
führen. Andere Faktoren wie Photosensitivität, atmosphärischer Sauerstoff und pH-
Wert können die Reduktion von TTC inhibieren und eine Überbestimmung der 
Infarktgröße bewirken.  
Auch die Auswertung der digitalen Herzschnittbilder, welche mit Propidiumiodid 
gefärbt wurden, gestaltet sich einfacher und exakter, denn es ist nur eine digitale 
Aufnahme unter UV-Licht notwendig, da beide Färbemittel (Propidiumiodid und 
fluoreszendierende Mikrosphären) unter der gleichen Wellenlänge fluoreszieren. 
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Folglich können sowohl die Infarktzone als auch das Risikogebiet in einem Bild zur 
Auswertung dargestellt und berechnet werden.  
Aufgrund der kürzeren Reperfusionszeit und der genannten Vorteile sowie 
Gleichwertigkeit wurde bei allen folgenden Versuchsreihen (beim in vitro und in vivo 
Modell) die Propidiumiodidfärbung gewählt. 
 
4.2 Diskussion in vivo-Versuche  
 
In der Literatur wurde die in vivo Postkonditionierung erfolgreich beschrieben. Daher 
wurde ein in vivo Modell aufgebaut. In diesem konnte die Protektion mittels  
Postkonditionierung erfolgreich nachgewiesen werden. Dies zeigte sich in der 
signifikanten Reduktion der Infarktgröße. Es konnte der RISK-
Signaltransduktionsweg (PI3-Kinase/Akt-ERK1/2/MEK1/2) als Signaltransduktions-
weg der Postkonditionierung sowie erstmals die Phosphorylierung der GSK-3ß 
gezeigt werden. Damit liegt die Apoptose als Schlüsselmechanismus nahe. 
Tatsächlich deuteten der TUNEL-Test und der Nachweis von AIF darauf hin, dass 
die Postkonditionierung die Apoptose hemmt.  
 
4.2.1 In vivo Rattenmodell (Methode) 
 
Ein Vorteil des in vivo Modells ist, dass hier der gesamte Organismus berücksichtigt 
wird und im Gegensatz zu dem in vitro Modell noch folgende Faktoren eine Rolle 
spielen: Die physiologische Zusammensetzung des Blutes und dessen 
physikalische Beschaffenheit (Viskosität), neuronale Strukturen des Organismus 
und die Gesamtheit des Blutkreislaufes. Dieses Modell am lebenden narkotisierten 
Tier ist daher weniger artifiziell. Nachteile des in vivo Modells sind: Bei vielen 
pharmakologischen Inhibitoren handelt es sich um toxische Substanzen und somit 
können diese nicht getestet werden. Die in vivo Konzentrationen der Inhibitoren sind 




Der Inhibitor Wortmannin  führte zu einem signifikanten Anstieg des arteriellen 
Mitteldrucks, unabhängig vom Zeitpunkt der Applikation. Auch andere 
Arbeitsgruppen konnten einen signifikanten Blutdruckanstieg verzeichnen (Gross et 
al., 2005). Dieser Blutdruckanstieg durch Applikation von Wortmannin lässt sich wie 
folgt erklären: Wortmannin inhibierte die durch Insulin stimulierte Produktion von NO  
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(Zeng et al., 1996). Hingegen inhibierte Wortmannin nicht die Freisetzung von 
Vasokonstriktors ET-1 (Potenza et al., 2005). Auch ist bekannt, dass die eNOS 
durch die Akt-abhängige Phosphorylierung aktiviert wird (Dimmeler et al., 1999). Da 
die Akt unterhalb der durch Wortmannin inhibierbaren PI3-Kinase lokalisiert ist, ist 
auch über diesen Signalweg eine Steigerung des Blutdrucks durch die verminderte 
Freisetzung des vasodilatierenden NO denkbar. Akt phosphoryliert auch WNK1, 
eine Kinase, die bei Mutation zu Bluthochdruck führt (Vitari et al., 2004). Die 
Phosphorylierung von WNK1 konnte bei Vitaris Untersuchungen mittels Wortmannin 
inhibiert werden. Daher könnte auch dieser Signaltransduktionsweg zur 
Blutdruckerhöhung durch Wortmannin beitragen.  
Nach der Gabe von Rapamycin stieg der mittlere arterielle Blutdruck kurzfristig für 
etwa 10 Minuten an. Solch ein Anstieg war auch nach der Gabe von DMSO zu 
verzeichnen, so dass die Blutdruckzunahme wahrscheinlich auf die intravasale 
Volumenzunahme zurückzuführen ist.  
Die Injektion von TDZD-8 führte sehr schnell zu einem Blutdruckanstieg und fiel 
dann – im Vergleich zu den Kontrolltieren mit DMSO – langsamer wieder ab. Die 
Steigerung des Blutdrucks könnte ebenfalls auf die Volumenzunahme 
zurückzuführen sein. In der Literatur ( Dugo et al., 2006) wurden keine Effekte beim 
mittleren arteriellen Blutdruck in Ratten nach den Injektionen von TDZD-8 und LPS 
sowie Peptidyglycan nachgewiesen.  Cuzzocrea untersuchte die GSK-3ß Inhibition 
mittels TDZD-8 im Darm von Ratten (Cuzzocrea et al., 2007). Er verzeichnete nach 
TDZD-8 Gabe – 5 Minuten vor der Reperfusion – im Gegensatz zu dieser Arbeit 
einen signifikanten Abfall des mittleren arteriellen Blutdruck.     
  
Die Abnahme des mittleren arteriellen Blutdrucks im Versuchsverlauf hängt ab von 
der Dauer der OP, der Narkose mittels Trapanal, welche atem- und 
kreislaufdepressiv wirkt, und der reduzierten Herzleistung nach Infarkt. Während 
des Versuchs wurde darauf geachtet, dass der MAP nie unter 50 mmHg abfiel, um 
einen ausreichenden Perfusionsdruck in den Herzkranzgefäßen zu gewährleisten. 
Der entstandene  Infarkt sollte somit auf den RIVA-Verschluss und nicht auf  die 
insgesamt schlechten hämodynamischen Bedingungen verursacht werden. Dazu 
wurden Blut- und Flüssigkeitsverluste während der OP durch kleine Mengen an 
NaCl 0,9 % und HAES ausgeglichen. Die rasche Kompensation war durch den 
venösen Zugang gut möglich. Es wurde auf eine nicht zu aggressive 
Volumenersatztherapie geachtet, um ein Lungenödem zu verhindern. Außerdem 
sollten die Zusammensetzung und Viskosität des Blutes möglichst wenig verändert 
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werden. Eine starke Volumenerhöhung führt außerdem zur Vordehnung des 
Herzens und wirkt somit präkonditionierend (Ovize et al., 1994).   
 
Die Hämodynamik verschlechterte sich im Verlauf der Reperfusion in allen Gruppen. 
Eine 30 Minuten lange Reperfusionszeit ist zu kurz, um Unterschiede in der 
Hämodynamik zwischen geschützten und ungeschützten Tieren zu messen. 
Weinbrenner zeigte eine Erholung von MAP und RPP in präkonditionierten Tieren 
erst nach einer Reperfusionsdauer von 60 und 120 Minuten (Weinbrenner et al., 
2002). In einigen Versuchen wurde die Reperfusion auf 120 Minuten verlängert. Hier 
konnte aber eine verbesserte Hämodynamik nach Postkonditionierung nicht 
nachgewiesen werden.  
 
Alle Inhibitoren bewirkten eine Abnahme der Herzfrequenz, wobei die sehr geringe 
Abnahme der Herzfrequenz in der Kontrolle und in der Postkonditionierung mit 
DMSO nach 15 Minuten auf eine bedeutende Herzfrequenzdepression allein durch 
die Inhibitoren hinweist. Eine Herzfrequenzabnahme durch Rapamycin ist auch in 
der Literatur beschrieben (Burke et al., 1999). Dugo konnte mit TDZD-8 in der 
Herzfrequenz keinen Effekt bei gleichzeitiger Zufuhr von LPS und Peptidoglycan 
zeigen (Dugo et al., 2006). 
  
In den Kontrolltieren stieg der MAP durch Wortmannin, die Herzfrequenz fiel durch 
Wortmannin und Rapamycin. Die Infarktgröße in diesen Tieren war aber so groß wie 
in den Kontrollen ohne Inhibitor; dies gilt auch für die Kontrolle mit DMSO 
(Kontrollgruppe für den Inhibitor TDZD-8). Damit ist ein Einfluß der Hämodynamik 




Im Verlauf des Experiments nahm der pH-Wert des Blutes stetig ab. Dies ist auf die 
lange Versuchsdauer, die muskeltraumatisierende OP und das ansteigende Laktat 
nach der regionalen Ischämie zurückzuführen. Ein starker Abfall des pH-Wertes 
könnte eine präkonditionierende Wirkung auf das Herz haben, wie durch exogene 
Laktatgabe gezeigt wurde (Doenst et al. 1996). Um diesen Effekt nicht zum Tragen 
kommen zu lassen, wurde bei den durchgeführten Versuchen der pH-Wert durch 






4.2.2.1 Infarktgrößenreduktion mittels Präkonditionierung 
 
Der Erstbeschreiber der Präkonditionierung konnte die Infarktgröße im in vivo 
Hundeherzen mittels 4 Zyklen à 5 Minuten Ischämie und Reperfusion um 75 % im 
Vergleich zur Kontrolle reduzieren (Murry et al., 1986). In der vorliegenden Arbeit 
erbrachte die klassische Präkonditionierung mit drei Zyklen von jeweils 5 Minuten 
Ischämie und Reperfusion im in vivo Rattenmodell eine Infarktgrößenreduktion von 
39 % im Vergleich zur ungeschützten Kontrollgruppe.  Das Ausmaß der Protektion 
durch die Präkonditionierung im Rattenherzen ist mit den Daten der Literatur 
vergleichbar. Kin konnte zum Beispiel im in vivo Rattenherzen eine Reduktion der 
Infarktgröße von 60% nachweisen (Kin et al., 2004).  
 
4.2.2.2 Infarktgrößenreduktion mittels Postkonditionierung 
 
In Anlehnung an Zhao (Zhao et al., 2003a) wurde das Postkonditionierungsprotokoll 
– mit drei Zyklen von je 30 Sekunden Reperfusion und Ischämie - in der 
vorliegenden Arbeit übernommen und in das in vivo Rattenmodell projektiert. 
Erstmalig konnte damit eine Infarktreduktion mittels Postkonditionierung im in vivo 
Rattenherzen nachgewiesen werden. Die Infarktgrößenreduktion war mit 41 % 
vergleichbar mit dem Wert der Arbeit (44 % Reduktion) von Zhao. Kürzlich konnte 
die Gruppe von Kin (Kin et al., 2004) in einem in vivo Rattenmodell zeigen, dass 
eine Erhöhung der Zyklusanzahl von 3 auf 6 keinen steigernden Effekt auf die 
Protektion hat. Die Gruppe erzielte ebenfalls einen Schutz durch 
Postkonditionierung durch 3 Reperfusions- und Ischämiezyklen von jeweils 10 
Sekunden nach 30-minütiger Ischämie und einer 3-stündigen Reperfusion. Die 
Infarktgröße reduzierte sich hierbei nur um 23 % im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
Kin nutzte eine kürzere Zyklusdauer der Postkonditionierung als die vorliegende 
Arbeit und eine längere Reperfusionszeit. Somit könnte das Protokoll mit 30 
Sekunden Zyklusdauer effektiver sein. Vinten-Johansen fasste schon 2005 
zusammen, dass bei kleinen Nagetieren kürzere Reperfusions-/Ischämiezyklen von 
10 bis 15 Sekunden und bei größeren Tieren 30 Sekunden effektiver sind (Vinten-
Johansen et al., 2005). Diese Aussage wird von der Infarktgrößenreduktion von 
68% im in vivo Hund mit 4 R/I-Zyklen für jeweils 60 Sekunden unterstützt (Fujita et 
al., 2007).  
Die unterschiedlichen Infarktgrößenreduktionen hängen nicht nur von den 
verschiedenen Postkonditionierungsprotokollen ab, sondern auch von der Länge der 
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infarktinduzierten Ischämie. Manintveld untersuchte unterschiedliche regionale 
Ischämien einer Länge von 15 bis 120 Minuten  im in vivo Rattenherzen gekoppelt 
mit 3 Reperfusions-/Ischämiezyklen mit jeweils 30 Sekunden. Nach 90 Minuten 
regionaler Ischämie konnte die Infarktgröße mittels Postkonditionierung nicht mehr 
reduziert werden. Somit werden die Effekte der Postkonditionierung  von der Länge 
der infarkt-induzierenden Ischämie bestimmt und können entweder  eine protektive 
oder keine Auswirkung auf die Infarktgröße haben (Manintveld et al., 2007).  
Mittlerweile konnte die Protektionen der Postkonditionierung auch in weiteren 
Tierspezies nachgewiesen werden. Yang zeigte einen effektiven Schutz von einer 
45 % Infarktgrößenreduktion mittels Postkonditionierung am in vivo 
Kaninchenherzen durch 4 Zyklen von jeweils 30 Sekunden Reperfusion und 
Ischämie nach 30-minütiger Ischämie und vor einer 3 Stunden andauernden 
Reperfusion (Yang et al., 2004a). Eine Erhöhung auf 6 Zyklen hatte, wie bei Kin’s 
Untersuchungen, keinen protektionssteigernden Effekt. Schwartz (Schwartz et al., 
2006) konnte mit dem verwendeten Postkonditionierungsprotokoll von 3 mal 30 
Sekunden Reperfusion/Ischämie keine Infarktgrößenreduktion im Schwein 
nachweisen. Iliodromitis und Skyschally gelang dies jedoch mit anderen 
Postkonditionierungsprotokollen (siehe Tabelle 4-2; Iliodromitis et al., 2006; 
Skyschally et al., 2007). 
Es gibt aber auch Gruppen, die keine Infarktgrößenreduktion in manchen 
Tierspezies nachweisen konnten, so beispielsweise Dow und seine Kollegen im in 
vivo Rattenherzen (siehe Tabelle 4-2; Dow et al., 2007) oder auch Argaud und Hale 
im Kaninchenherzen (Argaud et al. 2005; Hale et al., 2008).  
Die folgende Tabelle fasst die bisher untersuchten und publizierten in vivo 
Postkonditionierungsprotokolle der verschiedenen Tierspezies zusammen.  
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Tabelle 4-2:  Verschiedene Postkonditionierungsprotokolle der in vivo Tiere 
 








in vivo Maus 3 10 50 Kaljusto et al., 2006 
 3 bzw. 6 10 41 bzw. 30 Lim et al., 2007 
 3 20 44 Tsutsumi et al., 2007 
in vivo Hund 3 30 44 Zhao et al. 2003a 
 3 30 41 Halkos et al. 2004 
 4 60 68 Fujita et al., 2007 
 3 30 52 Mykytenko et al., 2007
in vivo Ratte 3 bzw. 6 10 23 Kin et al. 2004 
 3 10 bzw. 15 33 bzw. 18 Kaljusto et al., 2006 
 4 10 bzw. 20 keine Reduktion Dow et al., 2007 
 8 30 keine Reduktion Dow et al., 2007 
 20 10 keine Reduktion Dow et al., 2007 
in vivo Kaninchen 4 bzw. 6 30 45 Yang et al. 2004a 
 4 60 52 Argaud et al., 2005 
 4 30 bzw. 60  keine Reduktion Hale et al., 2008 
in vivo Schwein 3 30 keine Reduktion Schwartz et al. 2006 
 4 30 keine Reduktion Iliodromitis et al. 2006 
 8 30 69 Iliodromitis et al. 2006 
 6 20 43 Skyschally et al. 2007 
 





Es existieren 4 verschiedene Isoformen der PI3-Kinase: PI3-Kα, β, γ und δ. Die 
Familie der PI3-Kinase wird in 3 Klassen aufgeteilt, welche jeweils die 
verschiedenen katalytischen Untergruppen der Isoformen enthält. Die PI3-Kα und γ 
werden neben Fibroblasten, Endothelzellen und Gefäßmuskelzellen auch in 
Kardiomyozyten gefunden. Sie regulieren das Überleben (durch die Apoptose) von 
Zellen, Kontraktilität, Metabolismus und Hypertrophie (Oudit et al., 2004). Bisher ist 
nachgewiesen, dass die PI3-Kα einen protektiven Effekt in Bezug auf dilatative und 
hypertrophe Kardiomyopathie besitzt (McMullen et al., 2007). Die PI3-Kβ wird 
ebenfalls in den Kardiomyozyten und im Gefäßsystem gefunden. Auch wenn die 
PI3-Kinasen durch ihren Schutz ischämischen Gewebes zu Pro-Survival-Kinasen 
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deklariert werden, gibt es einige Isoformen (γ und δ), die zu Inflammation und somit 
zur  Schädigung des Gewebes in der Reperfusion führen. So führte die Hemmung 
der PI3-Kγ/ δ durch den spezifischen Inhibitor TG100-115 zur Kardioprotektion  
(Doukas et al., 2006). Die PI3-Kγ verursacht außerdem eine Depression der 
Kontraktilität des Herzens (Alloatti et al., 2004).  
Die Bedeutung der PI3-Kinase für die Kardioprotektion der Postkonditionierung 
wurde erstmals durch Tsang beschrieben. In dem von seiner Arbeitsgruppe 
verwendeten in vitro Rattenmodell wurde die Postkonditionierung mittels 
Wortmannin (100 nmol/l) und LY294002 komplett blockiert (Tsang et al., 2004). 
 
PI3-Kinase Inhibition durch Wortmannin  
Bisher wurde noch in keiner Arbeit untersucht, ob die Kardioprotektion der 
ischämischen Postkonditionierung im in vivo Rattenherzen mit Wortmannin blockiert 
werden kann.Die in unserem in vivo Rattenmodell verwendete 
Wortmanninkonzentration von 0,6 mg/kg Körpergewicht wurde aufgrund der 
vorherigen Erfahrungen mit dieser Konzentration im in vivo Tiermodell der 
Präkonditionierung (Kis et al., 2003) und pharmakologischen Postkonditionierung 
(Chiari et al., 2005) gewählt. Da der Inhibitor Wortmannin hier vor der 
infarktinduzierenden Ischämie und in Anlehnung an die Protokolle von Mocanu 
(Mocanu et al., 2002) verabreicht wurde, entschieden wir uns zunächst auch für die 
frühe Applikation. Hierbei konnte die Kardioprotektion der Postkonditionierung nicht 
blockiert werden. Es ergab sich ein Infarkt von 31 %; im Vergleich dazu lag die 
Postkonditionierung ohne Inhibitor bei 29 %. Da zur gleichen Zeit Tsang (Tsang et 
al. 2004) im in vitro Rattenherzen die Postkonditionierung mittels Wortmannin, 
welches kurz vor Reperfusionsbeginn verabreicht wurde, blockieren konnte, wurde 
in dieser Arbeit ebenfalls ein späterer Infusionszeitpunkt für Wortmannin gewählt. 5 
Minuten vor Reperfusionsbeginn verabreicht blockierte Wortmannin die Protektion 
der Postkonditionierung im in vivo Rattenmodell komplett. Somit kann die 
Schlussfolgerung gezogen werden, dass die PI3-Kinase, um wirksam werden zu 
können, besonders zu Reperfusionsbeginn aktiviert sein muss. Die genaue Kinetik 
von Wortmannin im in vivo Rattenmodell ist aber nicht bekannt. Annehmbar ist, dass 
Wortmannin bei zu früher Applikation in der Reperfusionsphase schon metabolisiert 
wurde oder im dritten Kompartiment, dem Fettgewebe, verteilt ist. Wortmannin 
selbst hatte keinen Einfluss auf die Infarktgröße in Kontrolltieren.   
Bislang gibt es nur eine Arbeit von Darling am in vitro Kaninchenherzen, welche die 
PI3-Kinase nicht als Signaltransduktionselement der Postkonditionierung 
nachweisen konnte (Darling et al., 2005). In dieser Arbeit wurde der Inhibitor 
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LY294002 verwendet. Alle anderen im folgenden genannten Arbeiten konnten aber 
die PI3-Kinase als protektives Element im Kaninchen nachweisen. So konnte die 
PI3-Kinase von Yang (Yang et al., 2005) in vitro mit 100 nM Wortmannin und von 
Chiari (Chiari et al., 2005) in vivo mit 0,6 mg/kg Körpergewicht Wortmannin blockiert 
werden. Yang verabreichte den Inhibitor für 20 Minuten in der Reperfusion, 
beginnend ebenfalls 5 Minuten vor Reperfusionsbeginn. Chiari konnte mit 0,6 mg/kg 
Körpergewicht Wortmannin sowohl die durch Postkonditionierungszyklen 
(mechanische) als auch die mit Isofluran herbeigeführte 
Postkonditionierungsprotektion blockieren. Bei der pharmakologisch durch Isofluran 
(Chiari et al., 2005; Weihrauch et al., 2005) und Opioide (Weihrauch et al., 2005) 
induzierten Postkonditionierung im in vivo Kaninchen ließ sich die PI3-Kinase 
ebenfalls durch Wortmannin inhibieren, wenn der Inhibitor vor der 
infarktinduzierenden Ischämie verabreicht wird.   
Die PI3-Kinase reguliert unter anderem die Öffnung der mPTP. Durch die 
Postkonditionierung erhöht sich die Calcium-Konzentration, die für die Öffnung der 
mPTP nötig ist. Wortmannin blockiert diesen Effekt im in vitro Rattenherzen 
(Bopassa et al., 2006). Auch in diesem Rattenmodell wurde Wortmannin zu Beginn 
der Reperfusionsphase verabreicht.  
 
Spezifität und Wirkung von Wortmannin auf die PI3-Kinase 
Wortmannin ist im Gegensatz zu dem Inhibitor LY294002 (Gharbi et al., 2007) ein 
spezifischer Inhibitor der PI3-Kinase (Arcaro et al., 1993). Ein weiterer Unterschied 
der beiden Inhibitoren besteht in ihrer Herkunft: Wortmannin wurde ursprünglich aus 
Penicillium wortmannii isoliert (Brian et al., 1957) und der Inhibitor LY294002 ist 
synthetisch hergestellt und basiert auf dem Flavonoid Quercetin (Vlahos et al., 
1994). Kinetische Analysen zeigten, dass es sich bei Wortmannin um einen nicht-
kompetetiven, irreversiblen Inhibitor handelt (Powis et al., 1994). Wortmannin ist 
zell-permeabel und hat  bei der Konzentration, bei der es die PI3-Kinase vollständig 
inhibiert, kaum Effekte auf die anderen Signatransduktionsproteine (Wymann et al., 
1996). Durch die Modifikation der katalytischen Subunit p110 inaktiviert Wortmannin 
die PI3-Kinase (Oudit et al., 2004). Aufgrund der Bindung von Wortmannin an die 
aktive Seite der PI3-Kinase kommt es an dieser Stelle zu einer konformativen 
Neuanordnung. Diese resultiert in einer koordinierten Bewegung der Helix ka1 weg 
von der ATP-Bindungstasche (Walker et al., 2000). Zusätzlich ist nachgewiesen, 
dass Wortmannin die PI3Kγ-Isoform inhibiert, indem Wortmannin im Bereich von 
Lys-799 an die PI3Kγ bindet (Stoyanova et al., 1997). Die Inhibition dieser Isoform 
durch einen anderen Inhibitor führte, wie bereits erwähnt, zur Kardioprotektion 
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(Doukas et al., 2006). Über die Wirkung von Wortmannin auf die anderen Isoformen 
ist nichts bekannt. 
Welche Isoform bzw. Isoformen besonders in der Postkonditionierungsprotektion 
eine Rolle spielen, ist bisher nicht geklärt.  
 
4.2.3.2 Akt und PTEN 
 
Im verwendeten in vivo Rattenmodell konnte der optimale Zeitpunkt zum Nachweis 
der Phosphorylierung der Akt mittels Western-Blot nicht gefunden werden. Nach 1,5 
Minuten Reperfusion zeigte sich ein Trend zur Phosphorylierung der Akt in den 
postkonditionierten Herzen. Der Anstieg war jedoch nicht signifikant und nach 5 und 
15 Minuten Reperfusion nicht mehr zu verzeichnen. Dieses Ergebnis geht konform 
mit den stark divergierenden Ergebnissen aus der Literatur. Darling konnte im in 
vitro Kaninchenherzen sowohl nach 3 als auch nach 5 Minuten Reperfusion keinen 
Anstieg von phosphoryliertem Akt nach der Postkonditionierung nachweisen 
(Darling et al., 2005). Dagegen konnte Tsang im in vitro Rattenmodell im 
transmuralen Gewebe nach 7 Minuten Reperfusion eine verstärkte 
Phosphorylierung von Akt und zudem auch noch eine Phosphorylierung der p70S6-
Kinase zeigen (Tsang et al., 2004). Möglicherweise ist die Verwendung von nur 
subepikardialem Gewebe ursächlich (Darling untersuchte im Gegensatz zu dieser 
Arbeit, die transmurale Biopsien verwendete, nur subepikardiales Gewebe). Die 
Entnahme von insbesondere subendokardialem Gewebe scheint aber, nach dem 
Prinzip der Infarktentstehung, entscheidend zu sein. Es wird angenommen, dass 
das Zeitfenster für den Nachweis der Phosphorylierung von Akt sehr eng ist. Auch in 
der vorliegenden Arbeit ist durch den nachgewiesenen Trend der Phosphorylierung 
von Akt nach 1,5 Minuten Reperfusion eine Beteiligung dieses Enzyms an dem 
Signaltransduktionsweg der Postkonditionierung möglich.   
 
Die geringe Abnahme von PTEN in postkonditionierten Tieren gegenüber den 
Kontrolltieren weist auf den zweiten Pfad des RISK-Signalweges – dem MEK1/2-
ERK1/2-Signalweg - hin. Mocanu und seine Kollegen schlussfolgerten, dass PTEN 
eine signifikante Rolle in der Regulation der Balance zwischen Überleben und Tod 
in Kardiomyocyten inne hat (Mocanu et al., 2007). Eine reversible Inhibition von 
PTEN kann zur Aktivierung des PI3-Kinase/AKT-Signaktransduktionsweges und 







Der zweite Pfad des RISK-Signalweges konnte eindeutig mittels Western-Blots als 
Signaltransduktionsweg der Postkonditionierung nachgewiesen werden. Nach 5 
Minuten Reperfusion besaßen die postkonditionierten Rattenherzen mehr als das 
Fünffache an phospho-ERK im Cytoplasma verglichen mit den Kontrolltieren.  
Aber auch in diesem Pfad (MEK1/2–ERK1/2) des RISK-Signalweges gibt es 
unterschiedliche Daten. Zum Beispiel zeigte Darling eine Zunahme von phospho-
ERK mittels 4 Reperfusions-/Ischämiezyklen für jeweils 30 Sekunden im in vitro 
Kaninchenherzen (Darling et al, 2005). Yang war es ebenfalls möglich, die 
Phosphorylierung von ERK mit dem gleichen Postkonditionierungsprotokoll im in 
vivo Kaninchenherzen nachzuweisen (Yang et el., 2004). Auch Schwartz konnte die 
Phosphorylierung von ERK im in vivo Schweineherzen nachweisen (Schwartz et al., 
2006). Es wurden zur erfolgreichen Infarktgrößenreduktion mehr als 3 Reperfusions-
/Ischämiezyklen für jeweils 30 Sekunden benötigt, wie Iliodromitis zeigen konnte 
(Iliodromitis et al., 2006). Zhu war es nicht möglich phospho-ERK1/2  mittels 
Western-Blots-Analysen in postkonditionierten Rattenherzen nachzuweisen (Zhu et 




mTOR (mammalian target of rapamycin) ist eine Serin-/Threonin Kinase, die in 2 
strukturell und funktionell verschiedenen Protein-Komplexen - mTORC1 und 
mTORC2 - involviert ist. Diese spielen eine wichtige Rolle im Metabolismus, im 
Zellüberleben, in der Regulation des Zellwachstums und in der Proliferation (Frias et 
al., 2006). Frias berichtet auch über eine mTORC2 induzierte Phosphorylierung von 
Akt.  
 
mTOR Inhibition durch Rapamycin 
In dieser Arbeit wurde die Rolle des mTOR-Inhibitors Rapamycin in der 
ischämischen Postkonditionierung erstmals untersucht. Kis konnte mTOR bereits 
als Signaltransduktionselement in der Präkonditionierung nachweisen (Kis et al., 
2003).  
In der vorliegenden Arbeit wurde der spezifische mTOR-Inhibitor Rapamycin in einer 
Konzentration von 0,25 mg/kg Körpergewicht i.v. injiziert (Kis et al., 2003; Khan et 
al., 2006). Der Inhibitor wurde ebenfalls in DMSO gelöst. Die Applikation erfolgte 15 
Minuten vor Interventionsbeginn (Mocanu et al., 2002). Rapamycin konnte den 
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Schutz der Postkonditionierung komplett blockieren (Infarktgröße 54 %). Rapamycin 
selbst zeigte keinen Einfluss auf die Infarktgröße der Kontrollen, die eine 
Infarktgröße von 51 % aufwiesen.  
Bisher gibt es nur 2 Arbeiten, die auf die Bedeutung von mTOR in der 
pharmakologischen Postkonditionierung eingehen. Die Untersuchungen von 
Krolikowski (Krolikowski et al., 2006) mit Isofluran deuten darauf hin, dass mTOR 
und die nachfolgende aktivierte p70S6-Kinase eine Rolle in der Postkonditionierung 
spielen. In seinem in vivo Kaninchenmodell konnte Krolikowski den durch Isofluran 
induzierten Schutz mittels Rapamycin (0,25 mg/kg KG) blockieren. Rapamycin 
wurde in den ersten Minuten der Reperfusion gegeben. In einer weiteren Arbeit 
dieser Gruppe konnte Rapamycin einen durch Isofluran und durch einen GSK-3ß-
Inhibitor vermittelten Schutz nicht blockieren, was die GSK-3ß als ein wichtiges 
Signaltransduktionselement, welches von mTOR unabhängig reguliert ist, vermuten 
lässt (Pagel et al., 2006). Eine andere Arbeit berichtet von einer (wahrscheinlichen) 
Regulation der GSK-3ß über p70S6-Kinase und mTOR (Sutherland et al., 1994). 
Dabei nahm nach Addition von p70S6-Kinase in vitro die GSK-3 Aktivität in  beiden 
Isoformen ab.  
Anhand dieser Daten kann geschlussfolgert werden, dass mTOR ebenfalls, wie die 
PI3-Kinase, ein wichtiges Signaltransduktionselement der Postkonditionierung ist. 
Hier zeigen sich demnach Parallelen zu den Signaltransduktionswegen der 
Präkonditionierung. 
 
Spezifität und Wirkung von Rapamycin auf mTOR 
Rapamycin, als ein spezifischer Inhibitor von mTOR, bildet einen Komplex mit dem 
FK506-Bindungsprotein (Sabatini et al., 1994). Dieser Komplex bindet an mTOR 
und verhindert die Aktivierung von mTOR abhängigen Proteinen, wie der 
ribosomalen p70S6-Kinase, einem wichtigen Regulator der Proteinsynthese. 
Eine neue Arbeit von Khan zeigt, dass Rapamycin einen Präkonditionierungseffekt 
gegen Ischämie- und Reperfusionsschäden in isolierten Mausherzen und 
Kardiomyozyten erzeugen kann (Khan et al., 2006). Umgekehrt konnte Rapamycin, 
in der vorliegenden Arbeit am in vivo Rattenherzen, die Protektion der 
Postkonditionierung blockieren. Diese Ergebnisse scheinen sich bei erwarteten 
Parallelen zwischen Prä- und Postkonditionierung zu widersprechen. Eine Erklärung 
dafür könnten die unterschiedlichen Tiermodelle bzw. das in vitro Modell von Khan 
sein.   
Es ist bekannt, dass die unterhalb von mTOR vermutete p70S6-Kinase in zwei 
verschiedenen Isoformen existiert: p70S6-Kα und p70S6-Kβ (Minami et al., 2001). 
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Minami beschreibt, dass die p70S6-Kβ weniger sensitiv auf die Inhibition und 
Dephosphorylierung durch Rapamycin auf mTOR reagiert, verglichen mit der 
p70S6-Kα. Eine Erklärung für das Abweichen der Ergebnisse  Khans von den 
unsrigen könnte also neben den verschiedenen Methoden, wie dem verwendeten 
Modell und Protektionsmechanismus, auch in den von mTOR beeinflussten 
unterschiedlichen Isoformen der p70S6-Kinase zu finden sein. Welche 
Mechanismen dabei jeweils welche p70S6-Kinase-Isoform beeinflussen, ist nicht 
bekannt. Bei der durch Khan vermittelten Präkonditionierungsprotektion durch 
Rapamycin scheinen außerdem KATP-Kanäle eine Rolle zu spielen, da die Protektion 
durch 5-HD blockiert werden konnte. In allen übrigen 
Präkonditionierungsuntersuchungen konnte Rapamycin durch die Blockade von 
mTOR den Schutz blockieren, so auch in der Arbeit zur pharmakologischen 




Die Glycogen-Synthase-Kinase-3 (GSK-3) wirkt sich regulierend auf eine ganze 
Reihe von Proteinen aus, von denen schon mehr als 40 identifiziert worden sind 
(Jope et al., 2004). Dadurch ist die GSK-3 an vielen zellulären Prozessen beteiligt, 
wie Transkription, Metabolismus, Zelldifferenzierung, Zelladhäsion und Apoptose 
(Frame et al., 2001). Bekannt sind zwei Isoformen der Glycogensynthase-3: GSK-
3α und GSK-3ß, die auch beide im Herzen vorkommen. Die GSK-3α unterscheidet 
sich von der GSK-3ß in dem Molekulargewicht der N-terminal-Glycin-reichen-
Region. Sie beträgt bei der GSK-3α 51 kDa und bei der GSK-3ß 47 kDa. Die 
Isoformen werden durch ihre Phosphorylierungen reguliert: GSK-3α wird bei Ser21 
und Tyr279  phosphoryliert und GSK-3ß bei Ser9 und Tyr216. Dabei modulieren die 
Phosphorylierungsstellen Ser9/21 und Tyr279/216 die Funktion der GSK-3. Die Aktivität 
der GSK-3 verringert sich mit der Phosphorylierung an Ser9/21 und steigt mit der 
Phosphorylierung an Tyr279/216 (Tong et al., 2002; Hughes et al., 1993).  
2004 konnte Juhaszova zeigen, dass die GSK-3ß durch ihre Phosphorylierung und 
somit Inhibierung die mPTP inhibiert und die Pore dadurch geschlossen bleibt 
(Juhaszova et al., 2004). Des Weiteren wurde in dieser Arbeit herausgefunden, 
dass die GSK-3ß-Inhibition die Entstehung der Sauerstoffradikale, die von den 
Mitochondrien während der Ischämie produziert werden, reduziert und über diesen 
Mechanismus zur Kardioprotektion beiträgt.  
Die Arbeiten von Tong und Gross berichten, dass die Präkonditionierung die GSK-
3ß-Aktivität reduziert und dass sich die selektive pharmakologische Inhibition der 
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GSK-3ß kardioprotektiv im Rattenherzen auswirkt (Tong et al., 2002; Gross et al., 
2004).  
Bisher gibt es nur eine Arbeit über die GSK-3ß im Zusammenhang mit der 
Postkonditionierung. Dabei handelt es sich um die anästhetische 
Postkonditionierung mittels des Anästhetikum Isofluran. Durch die Gabe von 
Isofluran reduzieren sich die Reperfusionsschäden nach einem Infarkt durch 
Inhibition der GSK-3ß und führen zu einer Schließung der mPTP im isoliert 
perfundierten Rattenherzen (Feng et al., 2005). Die Rolle der GSK-3ß in der 
ischämischen Postkonditionierung ist somit noch ungeklärt. In der vorliegenden 
Arbeit konnte die Beteiligung von GSK-3ß in der Postkonditionierung erstmalig auf 
zwei Wegen – mittels Western-Blot Analysen und Infarktgrößenbestimmung nach 
Inhibition der GSK-3ß - erfolgreich nachgewiesen werden: 
 
Phosphorylierung der GSK-3ß 
In den Western-Blots war nach der ischämischen Postkonditionierung eine 2,3fache 
Zunahme der Phosphorylierung der Ser9 der GSK-3ß zu verzeichnen. GSK-3ß wird 
durch Akt reguliert und die Phosphorylierung an Ser9 führt zur Inhibierung der 
Kinase (Cross et al., 1995). Gross hält es aufgrund seiner Arbeiten und derjenigen 
von Bhat für wahrscheinlich, dass die Modulation von Tyr216 der GSK-3ß für die 
proapoptotischen Signalwege wichtig ist, wenn das geschädigte Gewebe nicht mehr 
reparabel ist (Gross et al., 2004; Bhat et al., 2000). Diese Phosphorylierung der 
GSK-3ß konnte – wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt - durch den spezifischen 
PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin reduziert werden. Die Protektion der 
Postkonditionierung resultiert somit zunächst unter anderem aus einer 
Phosphorylierung der GSK-3ß, die über einen PI3-Kinase- und ERK1/2- abhängigen 
Signaltransduktionsweg vermittelt wird.  
 
GSK-3ß Inhibition durch TDZD-8 
Durch die Gabe des spezifischen Inhibitors TDZD-8 in der 25. Minute der regionalen 
Ischämie verringerte sich die Infarktgröße signifikant auf 31±2 %. Die Konzentration 
von TDZD-8 betrug 1 mg/kg KW ( Dugo et al., 2006; Cuzzocrea et al., 2007) und 
wurde ebenfalls in DMSO gelöst. Die GSK-3ß-Inhibition durch TDZD-8 war ebenso 
protektiv wie die ischämische Postkonditionierung.  
 
Spezifität und Wirkung von TDZD-8 auf GSK-3ß 
Im Gegensatz zu den beiden anderen spezifischen Inhibitoren der GSK-3 SB 21 
(SB 21673) und SB 41 (SB 415286) handelt es sich bei dem TDZD-8 nicht um einen 
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ATP-abhängigen Inhibitor. TDZD-8 bindet an die aktive Seite von GSK-3ß, welche 
dann nicht mehr an die mPTP binden kann. 
Cuzzocrea zeigte mittels Western-Blot-Analysen, dass TDZD-8 einen signifikanten 
Anstieg der Phosphorylierung vom Ser9-Rest der GSK-3ß im intestinalen Gewebe 
nach 60 Minuten Reperfusion induzierte (Cuzzocrea et al., 2007) und gleichzeitig 
die Kinase inaktiviert wurde. Der protektive Effekt der GSK-3ß-Inhibition war mit 
einer Inhibition der Phosphorylierung der Ser536 auf der p65 Untereinheit von NF-kB, 
mit der Abschwächung der Aktivierung des NF-kB-Weges sowie mit der Reduktion 
der Expression der NF-kB-abhängigen proentzündlichen Gene wie zum Beispiel IL-
1ß, IL-6 assoziiert ( Dugo et al., 2005). 
 
4.2.4 Apoptose-Nachweis mittels TUNEL-Test und AIF-Nachweis im Western-
Blot 
 
Sowohl anhaltende Ischämie und Hypoxie als auch Reperfusion induzieren die 
Apoptose (Zhao et al., 2002; van Cruchten et al., 2002). Bei der Apoptose handelt 
es sich um einen prämortalen Prozess, während im Gegensatz dazu die Nekrose 
postmortal abläuft. Somit ist die Nekrose keine Form von organisiertem Zelltod, 
sondern das Endstadium von vielen Zelltod-Prozessen.    
Die PI3-Kinase-Aktivität erhöht über Akt/PKB (Aikawa et al., 2000) und ERK1/2 
(Baldanzi et al., 2002) u.a. in Kardiomyozyten das Überleben dieser Zellen und wirkt 
der Apoptose entgegen. Nachdem diese beiden Signalwege in der vorliegenden 
Arbeit erfolgreich nachgewiesen werden konnten, lag die Fragestellung nahe, ob die 
Postkonditionierung letztendlich die Apoptose nach einer regionalen Ischämie im in 
vivo Rattenherzen verringert.   
Der TUNEL-Test zeigte einen signifikanten Unterschied an defekten Zellkernen 
zwischen den beiden untersuchten Gruppen (Kontrolle und Postkonditionierung). 
Die postkonditionierten Tiere hatten signifikant weniger TUNEL-positive Kerne im 
Infarktareal (35 %) als die Kontrolltiere (53 %). Allerdings handelt es sich bei diesem 
Test um einen nicht eindeutigen Apoptosetest. Aber die Ergebnisse der Detektion 
von AIF in den Infarktarealbiopsien unterstützen die Aussage, dass die 
Postkonditionierung die Apoptose hemmt. Bei dem Protein AIF handelt es sich um 
ein proapoptotisches Protein, das den Zelltod unabhängig von den Caspasen 
vermittelt (Susin et al., 1999). In gesunden Zellen befindet sich das AIF im 
Membranzwischenraum des Mitochondriums. Bei Induzierung der Apoptose wird 
das AIF ins Zytosol freigesetzt und transloziert zum Kern, wo es dann das 
Chromatin in 50kbp große DNA-Fragmente durch Aktivierung der nuklearen DNase 
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digeriert. Die Zytosolproben der postkonditionierten Rattenherzen besaßen 
signifikant weniger AIF als die Kontroll-Rattenherzen. In den Membranbestandteilen 
der postkonditionierten Tiere war im Vergleich zu den Kontrolltieren mehr an AIF 
vorhanden. Die Zellkerne wurden nicht analysiert, da diese bei der 
Probenaufbereitung nicht separiert wurden. Somit konnte die Translokation des AIF 
indirekt gezeigt werden. Kim und seine Kollegen konnten 2003 erstmals die Rolle 
von AIF im myokardialen Zelltod durch Ischämie-Reperfusion nachweisen (Kim et 
al., 2003). In Herzen, die einer Ischämie und einer Reperfusion ausgesetzt wurden, 
wurde die Freisetzung von AIF in Zytosol induziert. Durch die ischämische 
Präkonditionierung konnte diese Freisetzung von AIF wieder vermindert werden. Im 
Zusammenhang mit der Postkonditionierung wurde die Freisetzung von AIF bisher 
nicht untersucht.  Es gibt bislang nur zwei Studien, die zeigen konnten, dass die 
Apoptose durch hypoxischer und anästhethischer Postkonditionierung reduziert wird 
(Sun et al., 2006;  Weihrauch et al., 2007). Sun detektierte die Apoptose mit einem 
TUNEL-Test und einem DNA-Ladering-Assay in isolierten neonatalen 
Kardiomyocyten. In in vivo Kanichenherzen wurde die Apoptose neben dem 
TUNEL-Test noch mittels der Translokation des mitochondrialen Cytochrom C 
immunohistochemisch festgehalten.   
Erstmals in dieser Arbeit wurde die Apoptose in einem in vivo Herzen nach 
regionaler Ischämie untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine unterdrückte Apoptose 




4.2.5.1 Vergleich Prä- und Postkonditionierung 
 
Wie anfangs vermutet, gibt es zahlreiche Parallelen in den 
Signaltransduktionswegen der Prä- und Postkonditionierung. Die Proteinkinase C, 
als Bestandteil der Signaltransduktion, ist sowohl für die Präkonditionierung (Baxter 
et al., 1995) als auch für die Postkonditionierung (Zatta et al., 2006) nachgewiesen 
worden. NO ist für die Prä- (Bolli et al., 1997) und auch für die Postkonditionierung 
(Yang et al., 2004) von Bedeutung, wobei in der Postkonditionierung der 
Signaltransduktionsweg über den NO-cGMP-Weg zu laufen scheint (Yang et al., 
2005). Bei beiden Konditionierungsformen ist der RISK-Signalweg an der Protektion 
beteiligt (Hausenloy et al., 2005b). Die zu den MAP-Kinasen gehörende p38MAP-
Kinase ist sowohl in die Präkonditionierung (Tong et al., 2000b) als auch in die 
Postkonditionierung (Sun et al., 2006) involviert. Ein wichtiges Schlüsselenzym in 
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der Protektion stellt auch in der ischämischen Präkonditionierung die GSK-3ß dar 
(Tong et al., 2002; Gross et al., 2004).   
Scheinbar existieren aber auch unterschiedliche, eventuell sogar antagonisierende 
Signaltransduktionswege bei beiden Protektionsmechanismen. Bei der Kombination 
von Prä- und Postkonditionierung konnte Yang et al. eine Steigerung der Protektion 
nachweisen (Yang et al., 2004a). Dagegen konnten andere Gruppen dies nicht 
nachvollziehen (Tsang et al., 2004; Halkos et al., 2004). Die ERK1/2-Kinase 
beispielsweise scheint nicht an der Präkonditionierung (Mocanu et al., 2002), 
sondern nur an der Postkonditionierung (Darling et al., 2005) beteiligt zu sein.   
 
4.2.5.2 Signaltransduktion der Postkonditionierung: Zusammenfassung im 
Kontext zu bekannten Signaltransduktionselementen 
 
Erstmalig konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die ischämische 
Postkonditionierung im in vivo Rattenherzen ein effektives Verfahren ist, die 
Infarktgröße nach einer langen infarkt-induzierenden Ischämie zu reduzieren. Des 
Weiteren konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass sowohl die Inhibition der PI3-
Kinase mittels Wortmannin, als auch die Inhibition von mTOR durch Rapamycin, die 
Kardioprotektion der ischämischen Postkonditionierung vollständig blockieren kann. 
Damit kann die Bedeutung der PI3-Kinase in der ischämischen Postkonditionierung, 
wie bereits im in vivo Kaninchen gezeigt (Chiari et al., 2005), auch in diesem in vivo 
Rattenmodell bestätigt werden. Anhand der erhobenen Daten ist mTOR an der 
Signaltransduktion der Postkonditionierung in der in vivo Ratte beteiligt. 2004 wurde 
von Tsang gezeigt, dass die Kinasen Akt, eNOS und p70S6-Kinase durch die 
Postkonditionierung phosphoryliert und aktiviert werden (Tsang et al., 2004). In der 
vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls die Akt als Signaltransduktionselement der 
Postkonditionierung bestätigt werden. Bisher war nicht bekannt, ob GSK-3ß in der 
Signaltransduktionskette der ischämischen Postkonditionierung involviert ist. Sowohl 
mittels der Infarktgrößenbestimmung nach der Gabe des spezifischen Inhibitors 
TDZD-8 der GSK-3ß als auch mit Hilfe Western-Blot Analysen konnte 
nachgewiesen werden, dass die GSK-3ß eine Rolle in der Signaltransduktion der 
ischämischen Postkonditionierung spielt, so dass die Öffnung der mPTP, welche die 
Apoptose initiiert (Halestrap et al., 2004), verhindert wird.  Anhand der Histochemie 
(TUNEL) und der Western-Blot-Untersuchungen am AIF-Protein (apoptosis induced 
factor) konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die 
Postkonditionierung die Apoptose hemmt.  
 141
DISKUSSION 
Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der Literatur können folgende 



















Abbildung 4-1: Postulierte Signaltransduktionswege der Postkonditionierung  
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse der Arbeit und der Literatur werden die aufgezeigten 
Signaltransduktionswege der Postkonditionierung angenommen. Die farbig unterlegten Proteine 
urden in der vorliegenden Arbeit untersucht.   
 








































Untersuchungen an Ratten mit myokardialer Hypertrophie (SHR) 4.3 
 
Nachdem die Postkonditionierung effektiv die Infarktgröße des gesunden in vivo 
Rattenherzens reduzierte, wurde der Frage nachgegangen, ob auch Ratten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren protektiv durch die Postkonditionierung geschützt 
werden können. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass 
die Protektion der Postkonditionierung in SH-Ratten mit einer myokardialen 
Hypertrophie - infolge einer arteriellen Hypertension – vollständig aufgehoben war. 
Gleichermaßen war die Phosphorylierung der GSK-3ß – die in postkonditionierten 
gesunden in vivo Rattenherzen erfolgreich nachgewiesen wurde – in den 




4.3.1 Charakterisierung der SH-Ratten: Hämodynamik und Morphologie 
 
Die SH-Ratten entwickeln eine Hypertrophie des Herzens ab der 4. Lebenswoche 
und zeigen eine systolische und diastolische Dysfunktion - mittels 
Echokardiographie gemessen - ab des 2. bis 3. Monats (Kokubo et al., 2005). 
Dementsprechend ist das Verhältnis Herz- zu Körpergewicht signifikant höher. Eine 
frühe Studie zeigte ein größeres Verhältnis Herz- zu Körpergewicht in den SHRs, 
beginnend ab der 7. Lebenswoche, das bis zur 15. Lebenswoche vollständig 
ausgeprägt war (Kawamura et al., 1976). In der vorliegenden Arbeit waren die 
Versuchstiere (SH- und WKY-Ratten) 10 bis 13 Wochen alt. Zu diesem Zeitpunkt 
betrug das relative Herzgewicht – bezogen auf das Körpergewicht - in den SHRs 
0,505±0,003 und in den  WKY-Ratten (Kontrolltiere) 0,421±0,008. Die Hypertension 
der SHRs wurde des Weiteren durch die Hämodynamik bestätigt. Der mittlere 
arterielle Blutdruck der SH-Ratten war - sowohl mittels der Schwanz-
Plethysmographie gemessen (bevor weitere invasive Prozeduren vorgenommen 
wurden) als auch invasiv (direkt nach dem Legen des Katheters in die linke Arteria 
axillaris) - deutlich erhöht. Während der invasiven Versuche fiel bei allen Tieren der 
Blutdruck - hauptsächlich infolge des blutdrucksenkenden Effekts des 
Anästhetikums, so dass die SHRs und WKY-Ratten vergleichbare Hämodynamik-
Werte zeigten.  
 
4.3.2 Konditionierungsmechanismen (Prä- und Postkonditionierung) 
 
Präkonditionierung in hypertrophierten Herzen 
Wie vorher erwähnt, weisen Prä- und Postkonditionierung Parallelen in ihrer 
Kardioprotektion und bei den damit verbundenden Signaltransduktionswegen auf.  
Die Hypertrophie des Herzens und die Präkonditionierung sind von vielen Gruppen 
untersucht worden, jedoch widersprechen sich die Ergebnisse.  Einige von den 
Studien kamen zu dem Ergebnis, dass die Präkonditionierung in hypertrophierten 
Herzen protektiv ist, andere hingegen nicht: Boutros fand in isoliert perfundierten 
Herzen von SHRs einen verbesserten links-ventrikulären-end-diastolischen-Druck 
und einen verbesserten links-ventrikulären-entwickelten-Druck (LVDP) nach 
ischämischer Präkonditionierung (Boutros et al., 1995). Nakagawa  berichtete, dass 
die Präkonditionierung mittels myokardialer Dehnung isoliert perfundierte SH-
Herzen schützt (Nakagawa et al., 1997). Mit einem myokardialen Hypertrophie-
Modell – durch suprarenale Abschnürung der Bauchaorta erzeugt – zeigte Pantos, 
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dass die präkonditionierten, isoliert perfundierten hypertrophierten Rattenherzen vor 
ischämischen ventrikulären Dysfunktionen geschützt sind (Pantos et al., 1996). 
Rajesh konnte im gleichen Modell – allerdings in vivo – reduzierte ventrikuläre 
Arrhytmien und  kleinere Infarktgrößen nachweisen (Rajesh et al., 2004). Dies 
stimmt mit den Ergebnissen von Speechly-Dick überein, der ebenfalls mit der 
Präkonditionierung signifikant kleinere Infarktgrößen im in vivo Modell des 
hypertrophierten Myokardiums von hypertensiven Ratten erhielt (Speechly-Dick et 
al., 1994). Die Hypertension wurde durch Salze im Trinkwasser und durch subkutan 
verabreichtes Desoxykortikosteronacetat induziert.  
Im Gegensatz zu diesen Befunden, in denen hypertrophierte Herzen oder 
hypertensive Tiere mittels Präkonditionierung geschützt werden konnten, konnte 
Moolman (Moolman et al., 1997) keinen protektiven Effekt der Präkonditionierung in 
der postischämischen Funktion und im Kreatinphosphat-Gehalt des Gewebes in 
isoliert perfundierten Herzen von genetisch hypertensiven Ratten (GH-Wistar-
abstammend) nachweisen.  
 
Postkonditionierung in pathologischen Herzen 
Kürzlich wurde die Postkonditionierung zum ersten Mal in Tieren mit pathologischen 
Herzen getestet: Donato (Donato et al., 2007) und Ilidromitis (Ilidromitis et al., 2006) 
untersuchten die Postkonditionierung in hypercholesterinämischen Kaninchen sowie 
Zhao (Zhao et al., 2007) in hypercholesterinämischen Mini-Schweinen. Sie kamen 
zu folgenden Ergebnissen: Im Gegensatz zu Iliodromitis gelang Donato eine 
signifikante Infarktgrößenreduktion mittels Postkonditionierung im 
hypercholesterinämischen Kaninchen nachzuweisen. In hypercholesterinämischen 
Mini-Schweinen ist die Protektion durch Postkonditionierung blockiert.  
Peng fand in einem kardialen Hypertrophie-Modell – induziert durch Abbinden der 
abdominalen Aorta – verminderte Reperfusion-/Ischämieschäden nach der 
Postkonditionierung in isoliert hypertrophierten Rattenherzen (Peng et al., 2006). 
Gleichermaßen zeigte Fantinelli, dass in spontan-hypertensiven Ratten die 
ischämische Prä- und Postkonditionierung die postischämischen Dysfunktionen 
abschwächten (Fantinelli et al., 2007). Alle bisherigen Untersuchungen von 
Hypertrophie-Modellen wurden in isoliert perfundierten Herzen durchgeführt.  
Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal die 
Postkonditionierung im in vivo Modell und mit gegensätzlichem Ergebnis zu den 




Pathologische Herzen besitzen möglicherweise einen höheren Schwellenwert zur 
Kardioprotektion 
Es wird vermutet, dass Tiere mit klinischer Pathologie einen höheren Schwellenwert 
zur Konditionierung besitzen und somit mehr Zyklen als gesunde Tiere zur 
erfolgreichen Kardioprotektion benötigen. 
Von der Präkonditionierung ist bekannt, dass eine ansteigende Zahl von 
vorhergehenden Stimuli die Kardioprotektion stärker werden lässt. Tsang fand keine 
Protektion nach 1 Präkonditionierungsstimulus in isoliert perfundierten diabetischen 
Herzen, nach 3 Stimuli konnte die Protektion der Präkonditionierung allerdings 
wieder hergestellt werden (Tsang et al., 2005).  
Zur Postkonditionierung existieren mehrere Protokolle. Es scheint so, dass eine 
steigende Anzahl von Postkonditionierungszyklen die Kardioprotektion verstärkt. 
Bislang findet sich in der Literatur kein Hinweis, dass die Ausdehnung der Länge der 
Postkonditionierungszyklen einen vergleichbaren Effekt hätte. Dies wird aber von 
Vinten-Johansen diskutiert: Kleinere Tiere (und kleinere Herzen) benötigen kürzere 
Zyklen, als größere Tiere (mit geringem Myokardmetabolismus), die Zyklen mit 
längerer Dauer brauchen (Vinten-Johansen et al., 2005). Somit wurde in der 
vorliegenden Arbeit ein weiteres Postkonditionierungsprotokoll in den SH-Ratten 
angewendet. Anstatt 3 mal 30 Sekunden Reperfusions-/Ischämiezyklen wurden nun 
6 mal 10 Sekunden Reperfusions-/Ischämiezyklen verwand, um eine Protektion 
durch Postkonditionierung in den SH-Ratten wieder herzustellen – jedoch fehlte 
erneut die Protektion. Ein Postkonditionierungsprotokoll mit 6 mal 30 Sekunden 
Reperfusions-/Ischämiezyklen wurde nicht getestet, da dann das Protokoll sich auf 6 
Minuten verlängert hätte und dadurch die Gefahr einer Ausdehnung der 
Infarktfläche durch längere Ischämiezeiten bestand.  
 
Dauer der regionalen Ischämie und die damit verbundene Infarktgröße 
Schwerwiegende myokardiale Hypertrophie ist mit einer verminderten Toleranz 
gegenüber der Ischämie verglichen mit gesunden Herzen assoziiert (Hearse et al., 
1978). Nachdem nach 30 Minuten regionaler Ischämie keine Infarktgrößenreduktion 
durch zwei  verschiedene Postkonditionierungsprotokolle in den SH-Ratten 
nachgewiesen werden konnte, wurde die regionale Ischämie von 30 Minuten Länge 
auf 20 Minuten reduziert. Doch auch damit konnte keine Infarktgrößenreduktion 
erreicht werden. Im Gegenteil: Überraschenderweise waren die Infarktgrößen nach 
20 Minuten nur geringfügig kleiner als die der nach 30 Minuten. Dies könnte an der 
höheren Empfindlichkeit von hypertrophierten Herzen gegenüber der Ischämie 
liegen (Hearse et al., 1978). WKY-Ratten zeigten nach 30 Minuten regionaler 
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Ischämie eine Infarktgröße von  50±2 %, wohingegen die Verminderung der 
regionalen Ischämie auf 20 Minuten die Infarktgröße auf   40±6 % reduzierte.  
 
4.3.3 Signaltransduktion: GSK-3ß 
 
Einige intrazelluläre Kinasen wie zum Beispiel PI3-Kinase/Akt und Mitogen-aktivierte 
Proteinkinasen können die GSK-3ß inaktivieren und möglicherweise für die 
Verminderung von Reperfusionsschäden verantwortlich sein (Hausenloy et al., 
2004). In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal die Bedeutung von GSK-
3ß auf zwei verschiedenen Wegen (PI3-Kinase/Akt- und ERK1/2MEK1/2- 
Signaltransduktionswege) nachgewiesen werden (siehe vorheriges Kapitel: Wistar-
Ratten in vivo). Somit ergab sich die Frage, ob die Phosphorylierung der GSK-3ß, 
die mit der Infarktgrößenreduktion in den in vivo Wistar-Ratten  korrelierte, während 
der Postkonditionierung in den WKY- und SH-Ratten ebenfalls zunimmt. In den 
Kontrolltieren (WKY-Ratten) war dies der Fall. In den SH-Ratten, bei denen die 
Protektion aufgehoben war, fehlte gleichermaßen die Zunahme der phospho-GSK-
3ß. Dieses Ergebnis unterstützt die Hypothese von Gross und Kollegen, dass die 
Phosphorylierung der GSK-3ß für die pharmakologische Postkonditionierung 
erforderlich ist (Gross et al., 2004).  
Auch weicht der Signaltransduktionsweg von hypertrophierten Herzen von 
gesunden Herzen ab: Zum Beispiel ist die Aktivität der PI3-Kinase geringer (Friehs 
et al., 2001). Durch den Insulin-like growth-factor-1 kann diese reduzierte Aktivität 
der PI3-Kinase in hypertrophierten Herzen wieder hergestellt und durch die Gabe 
von Wortmannin blockiert werden. Für die Protektion durch Postkonditionierung ist 
die Erhöhung der PI3-Kinase-Aktivität entscheidend (Yang et al., 2004; Tsang et al., 
2004). Dies wurde auch in der vorliegenden Arbeit bei der Postkonditionierung in in 
vivo Herzen von Wistar-Ratten gezeigt. Wurde in der 25. Minute der regionalen 
Ischämie 0,6 mg/kg KG Wortmannin zugegeben, erfolgte keine 
Infarktgrößenreduktion.  Demnach könnte die reduzierte PI3-Kinase-Aktivität oder 
einer anderen oberhalb von GSK-3ß stehenden Kinase in den hypertrophierten 




4.4 Untersuchungen an Ratten mit metabolischem Syndrom (WOKW) 
 
Ein weiterer sehr häufig auftretender Risikofaktor bei kardiovaskulären 
Erkrankungen ist das metabolische Syndrom. In der vorliegenden Arbeit wurde der 
Frage nachgegangen, ob Ratten mit einem nahezu vollständig ausgebildeten  
metabolischen Syndrom (Modell WOKW-Ratte) erfolgreich durch eine 
Postkonditionierung geschützt werden können. Die Postkonditionierung mit 3 mal 30 
Sekunden Reperfusions-/Ischämiezyklen war jedoch vollständig in den WOKW-
Ratten blockiert. Zusätzlich war die Phosphorylierung der GSK-3ß – die in 
postkonditionierten gesunden in vivo Rattenherzen erfolgreich nachgewiesen wurde 
– in postkonditionierten WOKW-Ratten gleichermaßen aufgehoben.  
 
4.4.1 Definition des metabolischen Syndroms 
 
Das metabolische Syndrom wurde kürzlich dahin definiert, dass mindestens 3 der 
folgenden 5 Komponenten vorhanden sein müssen: Zentrale Fettsucht, erhöhter 
Blutdruck, erhöhte Triglyceride, niedriger HDL-Cholesterin und Nüchtern-
Hyperglykämie (Alberti et al., 2005). Patienten mit einem metabolischen Syndrom 
besitzen eine höhere Wahrscheinlichkeit für das Auftreten kardiovaskulärer 
Zwischenfälle. Dieses Risiko erhöht sich nicht linear mit der Anzahl der 
Risikofaktoren, sondern geometrisch. Neben dem erhöhten kardiovaskulären Risiko 
ist nicht bekannt, ob Patienten mit einem metabolischen Syndrom größere Infarkte 
entwickeln könnten. Dazu gibt es bislang keine Untersuchungen.  
 
4.4.2 Charakterisierung der WOKW-Ratte (Morphometrie und Hämodynamik) 
 
Die WOKW-Ratte bildet ab der 10. Lebenswoche ein nahezu vollständig 
ausgebildetes metabolisches Syndrom mit Fettsucht, moderaten Hypertension, 
Dyslipidämie , Hyperinsulinämie und gestörter Glucose-Toleranz aus (van den 
Brandt et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden WOKW-Ratten in einem Alter 
von 28 Wochen verwendet. Zu diesem Zeitpunkt waren die Ratten schwer 
übergewichtig und zeigten eine Dyslipidämie - hauptsächlich mit Triglyceriden – 
sowie eine Hyperinsulinämie. Es erfolgte kein Glucose-Toleranz-Test, da die Ratten 
für die Versuche nicht nüchtern waren. Daher konnte in der vorliegenden Arbeit die 
gestörte Glucose-Toleranz nicht nachgewiesen werden und die nicht-nüchtern 
gemessenen Glucose Werte waren in den WOKW- und DA-Ratten vergleichbar, 
d.h. ein manifester Diabetes mellitus lag nicht vor. Des Weiteren wurde der 
 147
DISKUSSION 
Blutdruck invasiv erst nach Einleitung der Anästhesie und der danach erfolgten 
Tracheotomie gemessen: d.h. die Anästhesie resultierte in eine 
Blutdruckdepression, so dass beide Rattenstämme (WOKW und DA) einen 
vergleichbaren mittleren arteriellen Blutdruck zeigten.  Aus diesem Grund konnte 
auch die Hypertension in den WOKW-Ratten nicht nachgewiesen werden.  
 
4.4.3 Kontrolltiere zu WOKW-Ratten 
 
Als Kontrolltiere für die WOKW-Ratten wurden DA-Ratten verwendet, die auch in 
der ersten publizierten Veröffentlichung von van den Brandt angegeben und 
verwendet wurden (van den Brandt et al., 2002). Ursprünglich stammt die WOKW-
Ratte von einer Auszuchtkolonie der Wistar-Ratten ab (van den Brandt et al., 2000), 
daher wurde zum Vergleich die Kontroll- und Postkonditionierungsgruppe der 
Wistar-Ratten mit aufgeführt.  
 
4.4.4 Metabolisches Syndrom und Ischämie/Reperfusionsschäden nach 
Infarkt 
 
Klinische Pathologien können auch die Eigenschaft besitzen, das Herz vor  
Ischämie- und Reperfusionsschäden zu schützen. In Kaninchen, die über 6 Wochen 
einem hohen Nahrungs-Cholesterin ausgesetzt waren, war das Myokardium 
resistenter gegenüber Ischämie-/Reperfusionsschäden (Le Grand et al., 1995). 
Auch können klinische Pathologien neutral in ihren Auswirkungen auf die 
Kardioprotektion sein. Thim entwickelte mittels einer moderaten fettreichen Diät für 
13 Wochen ein Tiermodell (Ratten) mit einem metabolischen Syndrom (Thim et al., 
2006). Diese Ratten waren im Vergleich zu den Kontrolltieren schwerer, hatten 
einen höheren Blutdruck, höhere Insulinwerte im Serum, höhere Glucose-Werte im 
Serum sowohl im nüchternen und als auch im nicht-nüchternen Zustand, höhere 
Leptinwerte im Serum sowie eine Tendenz  zu einem geringeren Adiponectin-
Serumspiegel und einen erhöhten nicht-veresterten Fettsäuren-Serumspiegel. Diese 
Art von Fütterungs-induziertem metabolischem Syndrom hatte keinen Einfluss auf 
die Infarktgröße des Herzens. Weitere Publikationen zur Prä- / Postkonditionierung 




4.4.5 Konditionierungsmechanismen (Prä- und Postkonditionierung) bei 
Hyperlipidämie und Diabetes mellitus 
 
Präkonditionierung in hyperlipidämischen, hypercholesterolemischen und 
diabetischen Herzen 
Die meisten der Präkonditionierungs-Studien zeigen, dass Hyperlipidämie – 
unabhängig von der Entwicklung der Koronarartheriosklerose – die Ischämie- und 
Reperfusionsschäden potenzieren und den kardioprotektiven Effekt der 
Präkonditionierung abschwächen (Ferdinandy et al., 2003). Einige Unstimmigkeiten 
existieren jedoch: Zum Beispiel ob der infarktreduzierende Effekt der 
Präkonditionierung in hyperlipidämischen (Staat et al., 2005) und 
hypercholersterinämischen (Ungi et al., 2005) Menschen verloren gegangen ist. 
Giricz konnte zum Beipiel zeigen, dass die Hyperlipidämie die durch 
Präkonditionierung induzierte Inhibition der Herz-MMP-2-Aktivierung und 
Freisetzung blockierte und dadurch der infarktreduzierende Effekt der 
Präkonditionierung vermindert war (Giricz et al., 2006). Tsang gelang es mit einem 
stärkeren Präkonditionierungsstimulus diabetische Rattenherzen (Goto-Kakizaki) zu 
schützen (Tsang et al., 2005). Dazu benötigte er statt 1 Präkonditionierungsstimulus 
von 5 Minuten Ischämie und 10 Minuten Reperfusion vor der 35 Minuten langen 
infarktinduzierenden Ischämie 3 Präkonditionierungsstimuli.   
 
Postkonditionierung und metabolisches Syndrom 
Bisher wurde die Postkonditionierung noch nie in Verbindung mit Herzen mit 
metabolischem Syndrom getestet. Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit sind 
die ersten ihrer Art: Herzen mit metabolischem Syndrom (Modell der WOKW-Ratte) 
konnten durch die Postkonditionierung nicht geschützt werden. Die Kardioprotektion 
war in den WOKW-Ratten vollständig blockiert. In den DA-Kontroll-Ratten dagegen 
konnte mittels der Postkonditionierung die Infarktgröße signifikant reduziert werden.  
Wie schon im Kapitel zu den SH-Ratten diskutiert wurde, besitzen pathologische 
Herzen einen höheren Schwellenwert zur Kardioprotektion. Jedoch konnte 
Hausenloy in diabetischen Ratten nach 35 Minuten regionaler Ischämie und mit 
starken 6 mal 10 Sekunden dauernden Reperfusions-/Ischämiezyklen keine 
Protektion nachweisen (Hausenloy et al., 2006b). Zudem war die Akt-
Phosphorylierung, die er in gesunden postkonditionierten Herzen zeigen konnte, in 
diabetischen Ratten nach der Postkonditionierung nicht vorhanden. Bei den WOKW-
Ratten wurde kein weiteres Postkonditionierungsprotokoll untersucht, u.a. da die 
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Zucht der WOKW-Ratten an der Universität Greifswald reduziert wurde. Auch ist die 
Zucht der WOKW-Ratten durch eine geringe Reproduktion erschwert.  
Bemerkenswerterweise hatten die Kontrollherzen der WOKW-Ratten – verglichen 
mit den Kontrollherzen der DA-Ratten - einen Trend zu kleineren Infarktgrößen, 
wenn auch nicht signifikant. Dies könnte auf ein Phänomen wie an pathologischen 
diabetischen Herzen – nachgewiesen - zurückzuführen sein, dass solche Herzen 
resistenter gegenüber nicht-reversiblen Zellschäden sind und kleinere 
Myokardinfarkte als gesunde Herzen entwickeln (Garcia-Dorado et al., 2006). Bisher 
ist jedoch nicht bekannt, ob Menschen und Tiere mit metabolischem Syndrom 
kleinere oder größere Infarkte entwickeln.  
 
4.4.6 Signaltransduktion: GSK-3ß 
 
Da in der vorliegenden Arbeit GSK-3ß als “Schlüsselprotein” in der 
Signaltransduktionskette der  Postkonditionierung identifiziert wurde, wurde auch in 
den WOKW-Ratten der Frage nachgegangen, ob die Phosphorylierung der GSK-3ß 
mit den Infarktgrößen zusammenhing. In den Kontroll-DA-Ratten korrelierte die 
Infarktgrößenreduktion der Postkonditionierung mit der Phosphorylierung der GSK-
3ß. In den WOKW-Ratten war jedoch im Gegensatz dazu die Phosphorylierung der 
GSK-3ß nicht präsent. Somit ist es auch bei den WOKW-Ratten mit metabolischem 
Syndrom – wie bei den SH-Ratten - wahrscheinlich, dass die GSK-3ß selber oder 
eine oberhalb von GSK-3ß stehende Kinase für das Ausbleiben der Protektion 
verantwortlich ist.      
 
4.5 Klinische Umsetzbarkeit der Postkonditionierung 
 
Die Postkonditionierung ist klinisch besonders relevant, da sie im Gegensatz zur 
Präkonditionierung nicht vor dem Infarkt, sondern erst nach einer 
infarktinduzierenden Ischämie durchgeführt werden muss. Untersuchungen an 
Gefäßen zeigen, dass die Postkonditionierung zu einer verminderten endothelialen 
Dysfunktion der Gefäße einer Extremität führt, wenn diese Extremität einer länger 
andauernden Ischämie mit anschließender Reperfusion ausgesetzt ist 
(Loukogeorgakis et al., 2006). Geplante vaskuläre Eingriffe könnten mit Hilfe der 
Postkonditionierung zu einer schnelleren postoperativen Funktionsverbesserung der 
skelettalen Muskulatur führen.  
Von weitaus größerer Bedeutung ist die Postkonditionierung am Herzen für die 
Patienten nach einem akuten Myokardinfarkt (Staat et al., 2005). Staat fand in 
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seinen Untersuchungen in der Koronarangioplastie heraus, dass diejenigen 
Patienten, die mit einer Postkonditionierung von 4 Zyklen à 1 Minute Ischämie und 1 
Minute Reperfusion mittels einer Ballonmanipulation in  der frühen Reperfusion 
behandelt wurden, niedrigere CK-Spiegel aufwiesen. Darling und seine Kollegen 
konnten anhand von Patientenstudien feststellen, dass 4 und mehr 
Balloninsufflationen während  der PCTA effektiver in der Reduktion der CK-
Freisetzung sind als nur 1 bis 3 Insufflationen (Darling et al., 2007). Kürzlich wurde 
das Follow up der von Staat publizierten Studie veröffentlicht, in der die anhaltende 
Infarktgrößenreduktion und die verbesserte Wiederherstellung der Kontraktion des 
Myokards nach der Postkonditionierung untersucht wurde (Thibault et al., 2008). 
Nach 6 Monaten wurde die Infarktgrößenreduktion mittels der Single-photon-
emission-computed-tomography (SPECT) untersucht: Die Patienten, die mit der 
Postkonditionierung behandelt worden waren, hatten im Vergleich zu der 
Kontrollgruppe eine Infarktgröße von 11,8±10,3% vs. 19,5±13,3% (p=0,04). Des 
Weiteren waren bei den postkonditionierten Patienten die CK und Troponin I 
ebenfalls signifikant reduziert. Nach einem Jahr wiesen die Patienten der 
Postkonditionierungsgruppe einen 7%igen Anstieg der linksventrikulären 
Auswurffraktion (LVEF) auf.  
Auch konnte vor kurzem gezeigt werden, dass Patienten bei 
Herzklappenoperationen von einer pharmakologischen Postkonditionierung 
profitieren (Jin et al., 2007). Dabei erhielten die Patienten, direkt nach der 
Entfernung der aortalen Abklemmung, Adenosin über einen arteriellen Katheter. 
Neben niedriger Troponin I Freisetzung und einem geringeren Bedarf an inotropen 
Substanzen verkürzte sich auch der Aufenthalt der Patienten auf der Intensivstation. 
Mittlerweile wird auch die Möglichkeit der Postkonditionierung anderer Organe, wie 
zum Beispiel Leber und Gehirn, diskutiert (Vinten-Johansen et al., 2005). So hofft 
man, auch zerebrale Infarkte mittels der Postkonditionierung reduzieren zu können.  
Die Präkonditionierung hat kaum eine Bedeutung für den klinischen Einsatz erlangt, 
auch nicht bei geplanten aortokoronaren Bypassoperationen und Herz-
transplantationen. Dagegen hat die Postkonditionierung ein sehr hohes Potenzial für 
eine klinische Umsetzung, vor allem beim akuten Myokardinfarkt, der interventionell 
behandelt wird. Deswegen ist eine Aufklärung der Signaltransduktion, wie sie in der 
vorliegenden Arbeit vorgenommen wurde, außerordentlich wichtig für das 
Verständnis des Mechanismus der Postkonditionierung. Daraus könnten Strategien 
entwickelt werden, um beispielsweise auch pharmakologisch nach einem Infarkt 
intervenieren zu können.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNGEN 
 
In den ersten Versuchsreihen der hier vorliegenden Arbeit bestätigte sich, dass im in 
vitro Modell die klassische ischämische Präkonditionierung kardioprotektiv wirkt.  
Die Präkonditionierung bewirkte eine Infarktgrößenreduktion um 54 %; dies wird 
durch Literaturangaben bestätigt. Die Postkonditionierung dagegen, trotz drei 
verschiedener Postkonditionierungsprotokolle, ist am isoliert perfundierten 
Rattenherzen nicht protektiv. 
 
Im in vivo Rattenherz-Modell wurden die Präkonditionierung und die klinisch 
relevantere Postkonditionierung gegenüberstellend untersucht. Hier zeigte sich, 
dass die 3 Reperfusions-/Ischämiezyklen für jeweils 30 Sekunden der 
Postkonditionierung genauso protektiv wie die Präkonditionierung wirken. 
Infarktgrößen- und biochemische Untersuchungen belegen, dass hierbei die PI3-
Kinase ein wichtiges Signaltransduktionselement ist, da einerseits durch die 
Inhibition der PI3-Kinase mittels Wortmannin die Infarktgrößenreduktion vollständig 
aufgehoben war und andererseits nach einer 1,5-minütigen Reperfusion eine 
vermehrte Phosphorylierung der Akt im Western-Blot auftrat. Des Weiteren konnte 
erstmals die Inaktivierung der GSK-3ß durch eine verstärkte Phosphorylierung über 
einen PI3-Kinase-vermittelten Signaltransduktionsweg nachgewiesen werden. Die 
Zugabe des spezifischen Inhibitors TDZD-8 der GSK-3ß verringert ebenfalls die 
Infarktgröße signifikant. 
Auch konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass das mammalian target of 
Rapamycin in der Postkonditionierung des in vivo Rattenherzens eine wichtige Rolle 
zu spielen scheint. Außerdem konnte neben dem PI3-Kinase/Akt-
Signaltransduktionsweg auch die Beteiligung des MEK1/2-ERK1/2–Wegs als 
Signaltransduktionsweg der Postkonditionierung im in vivo Rattenherzen 
nachgewiesen werden.   
Erstmals wurde die Apoptose in einem in vivo Herzen nach regionaler Ischämie 
untersucht. Die Ergebnisse des TUNEL-Tests und der Western-Blot-Analysen 
zeigen eine unterdrückte Apoptose durch die Postkonditionierung.  
 
Ein weiterer Teil der vorliegenden Arbeit widmete sich der Untersuchung der 
Postkonditionierung in pathologischen Rattenherzen. Im Gegensatz zu gesunden 
Herzen schlug die Postkonditionierung in hypertrophiertem Myokardium von 
spontan-hypertensiven Ratten mit einer signifikant arteriellen Hypertension fehl. 
Diese Blockierung der Kardioprotektion zeigte sich durch die fehlende Reduzierung 
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der Infarktgröße trotz unterschiedlicher Postkonditionierungsprotokolle (3x30’’ und 
6x10’’ R/I) und unterschiedlich langer Ischämiedauern (20 und 30 Minuten). 
Gleichfalls war auch die Phosphorylierung der GSK-3ß aufgehoben. 
Als Modell des metabolischen Syndroms wurde die WOKW-Ratte untersucht. Diese 
Ratten entwickeln in sehr jungem Alter klassische Symptome wie Dyslipidämie, 
Hyperinsulinämie und Fettsucht. Wie bei der Herzhypertrophie war auch beim 
Modell des metabolischen Syndroms die Postkonditionierung - mit 3 Reperfusions-/ 
Ischämiezyklen für jeweils 30 Sekunden - blockiert. Dabei konnte weder eine 
Infarktgrößenreduktion noch eine vermehrte Phosphorylierung der GSK-3ß 
nachgewiesen werden.  
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erlauben die Schlußfolgerung, dass das 
Substrat der GSK-3ß, die mPTP des Mitochondriums, eine „Schlüsselrolle“ in der 
Apoptose innehat - die Postkonditionierung vermindert nicht nur die Nekrose, 
sondern reduziert auch die Apoptose. Bemerkenswert und potentiell von klinischer 
Bedeutung ist die Beobachtung, dass bei Vorliegen von Risikofaktoren, wie arterielle 
Hypertonie und metabolischem Syndrom, solche Schutzmechanismen des Herzens 
aufgehoben sind. Diese Erkenntnisse sind im Hinblick auf die Therapie am 
Menschen von großer Bedeutung.  
Ob langfristig einzelne Komponenten der Signaltransduktionswege, wie PI3-Kinase, 
Akt, mTOR, ERK1/2 oder GSK-3ß, Angriffspunkte einer pharmakologischen 







Die Postkonditionierung ist eine vielversprechende Methode, den Infarkt dauerhaft 
zu limitieren. So ist die Reduktion der Infarktgröße nach 24 Stunden (Mykytenko et 
al., 2007) und nach 72 Stunden Reperfusion (Argaud et al., 2005) noch erhalten. 
Auch die nach 72 Stunden reduzierten CK-Werte bei der Postkonditionierung des 
menschlichen Herzens (Staat et al., 2005) sprechen für eine andauernde Wirkung 
der Postkonditionierung. Dies wird auch von der jüngsten veröffentlichten Studie von 
Thibault unterstützt: Nach 6 Monaten hatten Patienten, die mit der 
Postkonditionierung behandelt worden waren eine geringere Infarktgröße im 
Vergleich zur der Kontrollgruppe. Nach einem Jahr wiesen die Patienten in der 
Postkonditionierungsgruppe eine verbesserte Kontraktion des Myokards auf 
(Thibault et al., 2008).  
Es ist nicht bekannt, ob es Unterschiede in den Mechanismen von Prä- und 
Postkonditionierung zwischen männlichen und weiblichen Individuen gibt. Bisher 
wurde überwiegend das männliche Geschlecht beobachtet. Crisostomo untersuchte 
in in vitro Versuchen an weiblichen und männlichen Ratten, ob es Unterschiede in 
der Effektivität der Postkonditionierung gibt. Es zeigte sich, dass die 
Postkonditionierung bei männlichen Ratten sowohl nach 20 Minuten als auch nach 
25 Minuten Ischämie protektiv ist. Hingegen ging der protektive Effekt der 
Postkonditionierung bei den weiblichen Ratten, die einer 25minütigen Ischämie 
ausgesetzt waren, verloren. Bei weiblichen Ratten scheint also die Dauer der 
Schädigung Einfluss auf die durch die Postkonditionierung zu erzielende Protektion 
zu haben (Crisostomo et al., 2006).  
Frauen weisen - im Vergleich zu Männern - ein höheres Überleben, ein 
vermindertes Ausmaß der Schädigung mit besserer postischämischer Funktion und 
eine verminderte entzündliche Reaktion nach I/R- Schaden auf (Wang et al., 2005). 
Das erst späte Auftreten von kardiovaskulären Erkrankungen bei Frauen wird auf 
den Immunmodulator Östrogen zurückgeführt (Baker et al., 2003), der die 
inflammatorischen Prozesse der Artheriosklerose hemmen soll. So ist es zum 
Beispiel möglich, bei einer Koronarangioplastie mit Östrogen zu präkonditionieren 
(Lee et al., 2002). Dass auch die Postkonditionierung mittels Östrogen erfolgreich 
ist, zeigte die Arbeit von Tissier am in vivo Kaninchenherzen (Tissier et al., 2007).  
Der Protektion durch Postkonditionierung könnte eine Grenze durch eine zu lange 
infarktinduzierende Ischämie gesetzt sein, betrachtet man die Ergebnisse von Tang. 
In seinem Rattenmodell war die Postkonditionierung nicht mehr wirksam, wenn die 
Ischämiezeit auf über 45 Minuten ausgedehnt wurde (Tang et al., 2006). Um in der 
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klinischen Situation Bestand zu haben, muss beim Menschen eine 
Postkonditionierung auch nach einer Ischämiedauer von 1-2 Stunden noch möglich 
sein.   
Die Postkonditionierung muss, um klinische Bedeutung zu erlangen, auch dann 
wirksam sein, wenn kardiovaskuläre Risikofaktoren hinzukommen, wie es bei KHK-
Patienten häufig der Fall ist. Bisher wurde die Postkonditionierung im 
Zusammenhang mit den folgenden Risikofaktoren nicht oder nur wenig getestet. Zu 
diesen Risikofaktoren zählen ein höheres Lebensalter (Juhaszova et al., 2005), 
Hypertension mit Herzhypertrophie (Peng et al., 2006; Fantinelli et al., 2007), 
Hypercholesterolämie (Iliodromitis et al., 2006; Donato et al., 2007; Zhao et al., 
2007), Adipositas und Diabetes mellitus (Hausenloy et al., 2006b) . 
Aufgrund der ersten positiven Ergebnisse im Rahmen von Patientenstudien scheint 
ein breiter Einsatz der Postkonditionierung möglich zu sein, besonders nach einem 
akuten Myokardinfarkt, bei chirurgischen Interventionen am Herzen, an peripheren 
Gefäßen, an anderen Organsystemen sowie bei Organtransplantationen. Für die 
Zukunft dürfte eine pharmakologische Intervention in der frühen Reperfusionsphase 
aus Gründen der Praktikabilität eine größere Rolle als die bisher verwendete 
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